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Trotz jüngster Fortschritte sind die therapeutischen Möglichkeiten für zahlreiche 
Karzinome immer noch unzureichend und daher neue Ansätze weiterhin dringend 
erforderlich. Eine wesentliche Voraussetzung dafür bietet eine detaillierte Aufklärung 
der spezifischen molekularen Mechanismen von Entstehung und Ausbreitung der 
jeweiligen Tumorentität. Derartige Untersuchungen betreibt man international intensiv 
mit dem Ziel, um daraus neue, spezifische Ansatzpunkte für systemische 
Therapieprinzipien abzuleiten. Dieser Strategie folgend konnten innerhalb der letzten 
Jahre auch für die Proteinase-aktivierten Rezeptoren (PARs), eine kleine, aus vier 
Subtypen (PAR1–PAR4) bestehende Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, 
Hinweise für eine Funktion in verschiedenen epithelialen Tumorarten erarbeitet 
werden. Dies betrifft auch das hepatozelluläre Karzinom, für das unsere 
Arbeitsgruppe vor Kurzem u. a. zeigen konnte, dass ein Mitglied der PAR-Familie, 
PAR2, ein Rezeptor für Trypsin, Faktor Xa, Kallikreine und verschiedene weitere 
Serinproteinasen, in HCC-Zellen einen migratorischen/invasiven Effekt vermittelt und 
dabei neben p42/p44-MAP-Kinasen auch die Rezeptortyrosinkinase Met als ein 
wesentliches Effektorsystem im migratorisch-invasiven Signaling von PAR2 in dieser 
Karzinomzellart fungiert. Da eine erhöhte migratorisch-invasive Kapazität von 
Tumorzellen eine wesentliche Voraussetzung für die Progression eines Tumors 
darstellt, wurde eine diesbezügliche regulatorische Funktion von PAR2-Met-Signaling 
für das  HCC abgeleitet.  
Vor diesem Hintergrund war zu vermuten, dass auch in anderen epithelialen 
Tumorarten ein derartiger PAR2-Met-Rezeptor-Crosstalk-Mechanismus vorkommt 
und dieser an der Regulation der Zellmigration beteiligt ist. Dabei war es besonders 
interessant dies zunächst an einem weiteren Karzinom der Leber, dem 
Cholangiokarzinom, zu untersuchen. Das CCC stellt mit einer jährlichen Inzidenz von 
1–3 Fällen pro 100 000 Einwohner in der westlichen Welt zwar ein selteneres 
Karzinom dar, allerdings ist innerhalb der letzten Jahre eine sehr deutlich steigende 
Tendenz an Neuerkrankungen zu verzeichnen. Um die Fragestellung nach einer 





vorliegenden Arbeit Untersuchungen an Zellen einer Tumorzell-Primärkultur 
(CCC-787), die aus dem Tumorgewebe eines Patienten mit einem 
Cholangiokarzinom etabliert worden war, durchgeführt. Zunächst konnte mit Hilfe von 
RT-PCR nachgewiesen werden, dass PAR2 in Zellen der Primärkultur CCC-787 
exprimiert wird und somit diese Zellen für die weiteren Untersuchungen zur Funktion 
von PAR2 auf zellulärer und Signalweiterleitungsebene geeignet waren. Unter 
Verwendung eines Assays, bei dem die Wanderung von Zellen durch eine 
kollagenbeschichtete Membranbarriere untersucht wurde, konnte gezeigt werden, 
dass PAR2 in CCC-Zellen einen migratorischen Effekt vermittelt. Dies wurde 
geschlussfolgert, da (I) sowohl die Serinproteinase Trypsin als auch der PAR2-
selektive Peptidagonist 2-furoyl-LIGRLO-NH2 eine signifikante Steigerung der 
Migration von CCC-787-Zellen induzierten, (II) der PAR2-selektive Antagonist 
P2Pal-18S den migratorischen Effekt von Trypsin und von 2-furoyl-LIGRLO-NH2 
hemmte und (III) das PAR2-inaktive Kontrollpeptid 2-furoyl-OLRGIL-NH2 keinen 
Einfluss auf die Migration von Zellen der Primärkultur CCC-787 hatte.  
Den wesentlichen Schwerpunkt der Arbeiten bildete die Klärung der Frage, ob in 
CCC-Zellen eine Wechselwirkung von PAR2 mit der Rezeptortyrosinkinase Met 
vorkommt und diese in das migratorische PAR2-Signaling involviert ist. Dazu wurden 
einmal Migrationsuntersuchungen mit den selektiven Met-Inhibitoren SU 11274 und 
PHA 665752 durchgeführt. Es ergab sich, dass diese Inhibitoren in der Lage waren, 
den Effekt von Trypsin bzw. 2-furoyl-LIGRLO-NH2 auf die Migration von CCC-787-
Zellen zu hemmen. Damit konnten erste Belege für eine Beteiligung von Met am 
migratorischen Signaling von PAR2 erarbeitet werden. Zur weiteren 
Charakterisierung der PAR2-Met-Interaktion wurde der Effekt einer PAR2-Stimulation 
mit Trypsin bzw. dem PAR2-Agonistpeptid 2-furoyl-LIGRLO-NH2 auf die 
Phosphorylierungsaktivierung von Met in CCC-787-Zellen untersucht. In diesen, mit  
Hilfe von Western Blotting unter Verwendung eines Anti-pMet Antikörpers 
durchgeführten Experimenten, ergab sich, dass PAR2 eine Met-Aktivierung 
vermittelte. Somit gelang es im Rahmen der vorliegenden Arbeit einen PAR2-
initiierten Signalweiterleitungsweg, der den HGF-Rezeptor Met einschließt, zu 
charakterisieren. Diese Signaling-Route besitzt eine regulatorische Funktion bei der 





Da die Migration von Tumorzellen ein wesentliches Charakteristikum des 
metastatischen Phänotyps eines Tumors darstellt, lässt sich auf eine Bedeutung der 
PAR2-vermittelten Signalweiterleitung bei der Progression des CCCs schließen. 
Zudem kann perspektivisch vermutet werden, dass eine kombinierte Hemmung der 
PAR2-Met-Signalachse die Grundlage für die Entwicklung eines neuen Ansatzes für 















2.1 Das Cholangiokarzinom 
Epidemiologie 
In Deutschland starben im Jahr 2010 218.889 Menschen an einer bösartigen 
Neubildung (Statistisches Bundesamt 2012). Damit belegt diese Gruppe den zweiten 
Rang unter den häufigsten Todesursachen nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-
Systems (Robert Koch-Institut 2010). Nach dem hepatozellulären Karzinom (HCC) ist 
das Cholangiokarzinom (CCC), das auch als cholangiozelluläres Karzinom 
bezeichnet wird und zu dem alle Tumoren gerechnet werden, die vom Gallengangs- 
oder Gallenblasenepithel ausgehen (Tamandl et al. 2009), der zweithäufigste Tumor 
der Leber. Der Gesamtanteil des CCCs beträgt, gemessen an allen 
gastrointestinalen Tumoren, ca. 3 % (Tamandl et al. 2009). 
 
Ätiologie 
Die höchste Inzidenz des Cholangiokarzinoms findet sich in Südostasien, vor allem in 
Hongkong und Thailand. Hier besteht ein Zusammenhang zum Befall der Leber 
durch Trematoden, wie Clonorchis sinensis (Belamaric 2006). In westlichen Ländern 
ist das Cholangiokarzinom mit 1–3 Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner pro 
Jahr seltener, zeigt jedoch auch hier eine deutlich steigende Inzidenz. Eine 
signifikante Häufung findet sich bei Patienten mit primär sklerosierender Cholangitis 
oder Typ B und C Hepatitiden (Singh und Patel 2006). Weitere Risikofaktoren sind 
das Vorliegen einer Malformation der Gallenwege, wie beispielsweise 
Choledochuszysten oder das autosomal-rezessiv vererbte Caroli-Syndrom  (Tamandl 
et al. 2009). Eine Häufung des CCCs wurde bei Patienten mit chronisch 
inflammatorischen Prozessen im Bereich der Gallenwege beobachtet (z. B. 
rezidivierende Cholangitiden) sowie bei Patienten mit einer Leberzirrhose oder der 
Exposition mit verschiedenen Toxinen, wie beispielsweise Dioxinen oder dem bereits 
seit Mitte der 1950er Jahre verbotenen Röntgenkontrastmittel Thorotrast - hier 






Makropathologie und Tumorausbreitung 
Cholangiokarzinome zeigen sich zumeist als solitäre, grau-weiße Herde, teilweise 
erkennt man Satelliten (Weinbren und Mutum 1983). Schon makroskopisch kann der 
hohe Bindegewebsgehalt des Tumors an zum Teil zentralen Narbenbildungen 
erkannt werden (Liguory und Canard 1983). Das umgebende Lebergewebe zeigt 
lediglich in 20 % eine Zirrhose (Kaczynski et al. 1996), obwohl eine umschriebene 
hepatische Fibrose oder zystische Erweiterungen der Gallengänge in der 
Nachbarschaft des Tumors vorkommen können (Okuda et al. 1977). Sind CCCs in 
Lebern mit sklerosierender Cholangitis hilusnah entstanden, kann die 
makroskopische Differenzierung zwischen Fibrose und Tumor schwierig sein, so 
dass ausgedehnt histologisch untersucht werden sollte (Liguory und Canard 1983). 
Eine durch langdauernde, obstruktionsbedingte Cholestase entstandene Cholangitis 
mit konsekutiver Fibrose des Lebergewebes ist möglich (Moto und Kawarada 1987). 
Im Gegensatz zum hepatozellulären Karzinom zeigen CCCs in geringerem Ausmaß 
eine Infiltration größerer (portalvenöser) Gefäße, allerdings findet man bei ihnen 
häufiger Lymphknotenmetastasen und eine hämatogene Metastasierung sowie 
Peritonealmetastasen (Okuda et al. 1977, Kawarada und Mizumoto 1984). Unter 
chirurgischem Aspekt wird das CCC in intra- und extrahepatische CCCs unterteilt. 
Bei dieser Unterteilung nimmt das Karzinom der Gallenblase eine Sonderstellung 
bezüglich der Therapie als auch der Prognose ein. Die intrahepatischen 
Cholangiokarzinome (ca. 10 %) gehen von den Gallengängen peripher der zweiten 
Dichotomie aus. Sie imponieren häufig als solitäre oder multiple Lebertumore, deren 
differenzialdiagnostische Abgrenzung gegenüber Metastasen anderer 
gastrointestinaler Adenokarzinome oft schwierig ist. Extrahepatische CCCs lassen 
sich in perihiläre CCCs, Karzinome der Hepaticusgabel (entspricht einem Klatskin-




Cholangiokarzinome sind Adenokarzinome. Sie zeigen eine drüsige Differenzierung, 
die aus kleinen, kuboidalen epithelialen Zellformationen bestehen, an 





Daneben sind auch solide Abschnitte möglich, die keine glanduläre Differenzierung 
aufweisen. Außerdem können diffuse, in bindegewebiges Stroma eingebettete 
einzelne Tumorzellkomplexe vorkommen. Im Kindesalter kommen 
Cholangiokarzinome auch als embryonale Rhabdomyosarkome vor (Raney et al. 
1978). 
 
Stadieneinteilung und Differenzierung 
Das Staging des Tumors, also die Beurteilung der Größe und Anzahl der Tumoren, 
Befall der Gallengänge, Infiltration ins Gewebe, Lymphknoten- und Fernmetastasen 
wird mit Hilfe einer eigenen TNM-Klassifikation durchgeführt. Entsprechend der TNM-
Klassifikation lässt sich auch das UICC-Stadium bestimmen (Sobin und Wittekind 
2009). 
 
Klinik und Prognose 
Klinisch treten keine Frühsymptome auf, das Auftreten von Symptomen entspricht 
einem Spätbefund und damit einem fortgeschrittenen Tumorwachstum. Das 
Leitsymptom des CCCs ist der schmerzlose Ikterus. Klinisch kann das 
Courvoisier'sche Zeichen (Kombination aus schmerzlosem Ikterus und tastbar 
vergrößerter Gallenblase) für ein CCC sprechen. Weitere Hinweise sind Pruritus und 
(Tumor-)Kachexie. Prädilektionsstellen sind die Zusammenflüsse der beiden Ductus 
hepatices (Klatskin-Tumor) sowie vom Ductus cysticus mit dem Ductus hepaticus 
communis (Welzel et al. 2006). Trotz seines langsamen Wachstums und der späten 
Metastasierung hat das Cholangiokarzinom eine schlechte Prognose. Absiedelungen 
finden sowohl hämatogen als auch lymphogen statt (Nakajima et al. 2002). 
 
Diagnostik und Therapie 
Bisher sind keine spezifischen Tumormarker für das Cholangiokarzinom bekannt, 
jedoch konnte in einer Studie mit insgesamt 692 Patienten, die an primär 
sklerosierender Cholangitis erkrankten und von denen 44 ein CCC aufwiesen, der 
diagnostische Nutzen des Carcinoembryonalen Antigens (CEA) nachgewiesen 
werden. Das positive Testergebnis (cut-off) wurde ab 5,2 µg/l CEA-





Spezifität von 82 % für das Vorliegen eines CCCs gezeigt werden. 18 % der Befunde 
waren falsch-positiv (Siqueira et al. 2002). Zwar gibt es auch Hinweise für eine 
mögliche Verwendung des Carbohydrate-Antigens 19-9 (CA 19-9) im Rahmen der 
CCC-Diagnostik, allerdings sind die bisherigen Daten nicht valide genug, um eine 
Aussage zur Eignung von CA 19-9 als Marker treffen zu können (Patel et al. 2000, 
Siqueira et al. 2002). 
Aufgrund der Heterogenität der diagnostischen Möglichkeiten soll hier nur eine 
Auswahl der wichtigsten und verbreitetsten Untersuchungsmethoden erfolgen. 
ERC/ERCP. Die endoskopische retrograde Cholangio-Pankreatikographie ermöglicht 
die retrograde Kontrastierung der Gallenwege und kann bei am CCC erkrankten 
Patienten die typische Morphologie am zuverlässigsten nachweisen. Bei dieser 
Untersuchung kann durch Bestimmung der Tumorausdehnung häufig auch die Frage 
nach einer chirurgischen Intervention (Resektion) geklärt werden. In einer Studie mit 
98 Patienten, die aufgrund der ERC mit der Diagnose eines Klatskin-Tumors 
reseziert wurden, konnte diese Diagnose bei 69 % intraoperativ gesichert werden. 
Bei 31 % der Patienten wurden andere Entitäten identifiziert (Wetter et al. 1991). 
Sonografie. Abdomensonografisch bietet das CCC ein heterogenes Bild (Bloom et al. 
1999). So konnte in einer Studie mit 39, am Klatskin-Tumor erkrankten Patienten bei 
87 % die Neoplasie sonografisch nachgewiesen werden. Die Tumormasse war bei 
65 % der Patienten isodens zum umgebenden Leberparenchym, bei 21 % hyperdens 
und bei 15 % hypodens (Hann et al. 1997).  
CT. Hinweise auf CCCs bieten intrahepatische Gallengangsdilatationen bei 
pathologischen Raumforderungen im Bereich der Gallengänge. Für eine 
portalvenöse Tumorinvasion spricht zusätzlich das Vorliegen eines atrophierten 
Leberlappens bei gleichzeitiger kompensierender Hypertrophie des anderen 
Leberlappens (Hann et al. 1996). In 34 % der Fälle ist diese Tumorentität schon in 
nativen Aufnahmen sichtbar (Tillich et al. 1998), während Kontrastmittel-
untersuchungen sehr sensitiv für die Diagnosestellung sind (Valls et al. 2000). 
MRT. Als nichtinvasive Magnetresonanz-Cholangiopankreatikografie (MRCP) 
ermöglicht dieses Verfahren eine dreidimensionale Gallengangsdarstellung. Direkte 
vergleichende Studien von ERC (ohne Berücksichtigung von Zytologie oder 





einer Gallengangsobstruktion für beide Methoden eine ähnlich gute Aussagekraft 
(Courbiere et al. 2003). Dies gilt insbesondere zur Beurteilung der Notwendigkeit 
einer palliativen Endoprotheseneinlage bei Nichtresektabilität (Hintze et al. 2001). 
Eine Studie mit 40 Patienten, die die Symptome eines schmerzlosen Ikterus' und 
einer Gallengangsstenose zeigten, belegte mit 85 % die gleiche Sensitivität für das 
Vorliegen eines Malignoms wie die ERCP. Die Spezifität lag mit 71 % knapp unter 
der der ERCP (Rösch et al. 2002). 
Im Gegensatz zu den Fortschritten bei der Diagnostik sind die therapeutischen 
Möglichkeiten beim Cholangiokarzinom unzureichend. Gegenwärtig umfasst das 
chirurgische Management des CCCs als einzige kurative Therapie die frühzeitige 
Operation. Bei intrahepatischen CCCs ist die Leberresektion die Therapie der Wahl. 
Trotz des Ziels der Heilung liegt die mittlere Überlebensrate bei dieser Therapie bei 
41,9 Monaten und die 5-Jahres-Überlebensrate lediglich bei 25,5 % (Vauthey et al. 
2004). Perihiläre CCCs (Klatskin-Tumore) werden nach der Bismuth-Corlette-
Klassifikation unterschiedlich behandelt. Klatskin-Tumore des Stadiums I (hilusnah, 
erreicht nicht die Hepatikusgabel) und des Stadiums II (hilusnah, erreicht die 
Hepatikusgabel) werden en bloc reseziert. In Stadium III (hilusnah, infiltriert Ductus 
hepaticus dexter oder sinister) erfolgt zusätzlich zur Resektion der extrahepatischen 
Gallenwege eine Leberteilresektion, um die sonst hohe Rezidivrate zu vermeiden. 
Dennoch beträgt auch hier die 5-Jahres-Überlebensrate nur 25,8 % (Nagino et al. 
1998, Harder et al. 2009). Generell ist festzuhalten, dass bei Stadium III und IV 
(hilusnah, infiltriert Ductus hepaticus dexter und sinister) eine größere chirurgische 
Intervention zum Erreichen einer R0-Situation notwendig ist. Es wird z. B. die 
Resektion der V. portae empfohlen (Harder et al. 2009). Bereits bei Vorliegen des 
Stadiums II wird wegen der bekannten frühen Infiltration des CCCs eine Entfernung 
des Lobus caudatus empfohlen (Nakeeb et al. 1996). Beim distalen CCC ist die 
Therapie der Wahl die Pankreatikoduodenektomie nach Whipple. Hierbei beträgt die 
5-Jahres-Überlebensrate 30,1 % (Jang et al. 2005). 
Unter dem Ziel der Palliation stehen weitere Therapieoptionen zur Verfügung. Mit der 
Etablierung von 5-Fluorouracil konnte im Vergleich zur Best-Supportive-Care-
Strategie eine Verlängerung der Überlebenszeit von 2,5 auf 6 Monate auch unter 





stehen wirkungsvollere chemotherapeutische Konzepte zur Auswahl. Zum Beispiel 
konnte die mediane Überlebenszeit bei einer Chemotherapie mit Gemcitabin und 
Oxaliplatin, einer für das CCC aktuell sehr anerkannten Therapie, auf 11 Monate 
angehoben werden (Thongprasert 2005, Harder et al. 2006).  Intra- und 
extrahepatische CCCs sprechen unterschiedlich auf die gleiche Chemotherapie an 
(Nehls et al. 2008). Die Suche nach noch wirkungsvolleren Regimes hält an. 
Als weiteres palliatives Verfahren steht seit einigen Jahren zusätzlich die 
Photodynamische Therapie zur Verfügung, bei welcher der Tumor endoluminal mit 
Licht in Kombination mit einem systemisch eingebrachten Photosensibilisator 
bestrahlt wird. Aufgrund der enstehenden Sauerstoffradikale führt dies zur 
Nekrotisierung von Tumorzellen (Harder et al. 2009). Die mittlere Überlebenszeit lag 
hier bei 276 Tagen, gerechnet ab dem ersten Behandlungstag (Harewood et. al 
2005).  
Einer neuen Studie zufolge bietet die stereotaktische Radiofrequenzablation von 
intrahepatischen CCCs mediane Überlebenszeiten von 60 Monaten bei nicht 
resektablen CCCs. Damit könnte sich hier in der Zukunft eine weitere Alternative bei 
der Behandlung des CCCs bieten (Bale et al. 2013). 
Insgesamt ergibt sich somit, dass dringend neue, vor allem auch systemische 
Ansätze nötig sind. Dabei hat sich die Aufklärung molekularer Mechanismen der 
Cholangiokarzinogenese als eine wichtige Grundlage für die Erarbeitung neuer 
therapeutischer Strategien erwiesen (Sia et al. 2013). In jüngsten Studien mit 
Inhibitoren verschiedener intrazellulärer Signalweiterleitungswege, insbesondere der 
Ras-Raf-MEK-ERK- und VEGF-Rezeptor-Achse, konnten mit dem 
Multikinasehemmer Sorafenib erste Erfolge bei der Behandlung des nichtresektablen 
CCCs erzielt werden, so dass diese Richtung intensiv weiter betrieben wird (El-
Khoueiry et al. 2012). 
 
2.2 Proteinase-aktivierte Rezeptoren (PARs) 
Die Proteinase-aktivierten Rezeptoren (PARs) sind eine Gruppe der Superfamilie der 
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR), die aus vier Subtypen (PAR1–PAR4) 
besteht und zelluläre Effekte verschiedener Proteinasen, insbesondere 





Bunnett 2004, Steinhoff et al. 2005, Ramachandran et al. 2012). PAR1 (Vu et al. 
1991a und b, Rasmussen et al. 1991), PAR3 (Ishihara et al. 1997) und PAR4 (Xu et 
al. 1998, Kahn et al. 1998a) können in erster Linie durch Thrombin aktiviert werden. 
PAR2 (Nystedt et al. 1994) ist ein Rezeptor für Trypsin, Mastzell-Tryptase, 
Matriptase1, den Komplex Tissue Factor/Gerinnungsfaktor VIIa/Gerinnungsfaktor Xa 
sowie Kallikreine und Parasiten-Cystein-Proteinasen; er ist kein Rezeptor für 
Thrombin (Steinhoff et al. 2005, Ramachandran und Hollenberg 2007, Grab et al. 
2009). 
 
2.2.1 Der Proteinase-aktivierte Rezeptor 2 
2.2.1.1 Struktur 
Die genetische Information für PAR2 ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 5 
(Region q13) gespeichert. Das Gen beinhaltet zwei Exons, die durch ein Intron 
(14 kb) unterbrochen werden. Das 2. Exon kodiert die Information für die Spaltstelle 
im N-terminalen Bereich des Rezeptors (SKGR36/S37LIGKV) (Nystedt et al. 1994, 
1995, Bohm et al. 1996, Kahn et al. 1998b, Schmidt et al. 1997). Die Proteinsequenz 
umfasst 397 Aminosäuren. 
 
2.2.1.2 Aktivierungsmechanismus 
PARs besitzen einen für GPCR ungewöhnlichen Aktivierungsmechanismus. Dieser 
ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt und umfasst zunächst die enzymatische 
Spaltung des Rezeptors im Amino-Terminus, im Falle von PAR2 z. B. durch die 
Serinproteinase Trypsin. Dadurch entsteht ein neuer N-Terminus, der nun erst als 
Rezeptorligand, als so genannter „tethered ligand“ („gebundener Ligand“), fungiert 
und durch Bindung an den 2. extrazellulären Loop den eigenen Rezeptor aktiviert.  
Nachfolgend wird über eine Kopplung an regulatorische Membranproteine (G-
Proteine, β-Arrestine) ein komplexes intrazelluläres Signalweiterleitungsnetzwerk 
initiiert (Hollenberg und Compton 2002, Ramachandran et al. 2012). Wie in 
Abbildung 1 ebenfalls ersichtlich, gibt es im Aktivierungsmechanismus der PARs eine 
weitere Besonderheit. Diese besteht in der Möglichkeit den jeweiligen Rezeptor-
Subtyp mit synthetischen Peptiden, die in ihrer Sequenz den ersten 4–14 





Abbildung 1 ist diese Aktivierungsvariante für PAR2 mit dem Hexapeptid 
SLIGRL-NH2 dargestellt, das in seiner Sequenz den ersten sechs Aminosäuren der 
N-terminalen Sequenz des Maus-PAR2 entspricht und das in der Lage ist, sowohl 
den murinen als auch den humanen PAR2 zu aktivieren. Ganz wesentlich dabei ist, 
dass diese sog. PAR-aktivierenden Peptide (PAR-APs) eine Rezeptoraktivierung 
induzieren, ohne dass es einer Spaltung des Rezeptors bedarf.  
 
Abb. 1) Aktivierung von PAR2 durch zwei verschiedene Mechanismen:  
linke Seite: Durch die proteolytische Spaltung des Rezeptors an einer definierten Stelle im N-Terminus 
durch die Serinproteinase Trypsin entsteht ein neuer N-Terminus, der als „tethered ligand“ fungiert 
und durch Interaktion mit dem zweiten extrazellulären Loop des Rezeptors die Aktivierung bewirkt. 
oder  
rechte Seite: Ein von der PAR2-Neo-N-terminalen Sequenz abgeleitetes Peptid (PAR2-AP), (SLIGRL-
NH2) interagiert mit dem zweiten extrazellulären Loop, ohne dass es einer proteolytischen Spaltung 
bedarf (modifiziert nach Hollenberg und Compton 2002). 
 
2.2.1.3.1 G-Protein-Kopplung 
Durch die Bindung des „tethered ligand“ an PAR2 im zweiten extrazellulären Loop 
wird die Aktivierung dieses GPCRs initiiert. Dabei kommt es zu einer Bindung des 
Rezeptors an G-Proteine (Guanylnukleotid-bindende Proteine), welche die weitere 





Konformationsänderungen der Helices 3 und 6 des jeweiligen Rezeptors wesentlich 
sind (Gether und Kobilka 1998). Die Kopplung an verschiedene G-Proteine erfolgt 
vor allem über den 3. intrazellulären Loop (ICL) (Cotecchia et al. 1992).  
In diesem Kontext ist relevant, dass auf der Grundlage der Aminosäuresequenz des 
3. ICLs ein potenter, selektiver PAR2-Rezeptor-Antagonist entwickelt wurde, der auch 
im Rahmen der Untersuchungen dieser Arbeit Verwendung fand. Hierbei handelt es 
sich um das palmitoylierte Peptid N-palmitoyl-RSSAMDENSEKKRKRAIK-NH2-
Rezeptor-Antagonist (P2pal-18S) (Sevigny et al. 2011).  
 
2.2.1.3.2 Heterotrimere G-Proteine 
Heterotrimere G-Proteine bestehen aus drei Untereinheiten: α, β und . Die 
α-Untereinheit besitzt eine Bindungsstelle für GTP und GDP und verfügt über eine 
GTPase-Aktivität; die β- und -Untereinheit sind als Dimerkomplex aktiv. Im inaktiven 
G-Protein ist die α-Untereinheit mit GDP assoziiert und an den  
β-Untereinheitenkomplex gebunden. PAR2 erkennt dieses Heterotrimer und es 
kommt zur G-Proteinbindung. Im Folgenden disoziiert GDP von der α-Untereinheit 
und GTP wird gebunden. Dies führt zu einer Konformationsänderung, so dass sich 
die α-Untereinheit vom β-Komplex und vom Rezeptor löst. Sowohl die 
α-Untereinheit, an die GTP gebunden bleibt, als auch der β-Komplex sind nun in der 
Lage die Aktivierung verschiedener Effektorsysteme zu vermitteln. Die Rückführung 
des G-Proteins in die inaktive Ausgangskonformation wird durch Hydrolyse von GTP 
zu GDP durch die GTPase-Aktivität der α-Untereinheit  eingeleitet und nachfolgend 
kommt es zur Reassoziation der α-Monomer/GDP- und der β-Dimer-Untereinheit, so 
dass wieder das heterotrimere G-Protein vorliegt.  
Die Einteilung der G-Proteine erfolgt anhand der Struktur der α-Untereinheiten. Auf 
diese Weise lassen sich vier Familien unterscheiden: Gαs, Gαi/o, Gαq/11 und Gα12/13 
(Offermanns et al. 1994, Morris und Malbon 1999). Neben 16 α- Untereinheiten 
lassen sich 5 β- und 14 -Untereinheiten finden (Milligan und Kostenis 2006). Gαs 
aktiviert die Adenylatzyklase (AC), Gαi/o inhibiert die AC, Gαq/11 aktiviert die 
Phospholipase C (PLC), Gα12 stimuliert die Phospholipase D und die Proteinkinase C 





vermittelt ein Signaling u. a. über die PLC und über Ionenkanäle (Clapham und Neer 
1993, 1997, Neves et al. 2002). 
 
2.2.1.4 Signaltransduktion 
Die PAR2-Aktivierung führt einerseits zur klassischen G-Protein-gekoppelten 
Signalübertragung, andererseits sind G-Protein-unabhängige Wege beschrieben, die 
über eine Assoziation mit β-Arrestinen realisiert werden (Schaffner und Ruf 2009, 
Ramachandran et al. 2012). In Abbildung 2 sind Vorstellungen über G-Protein-
abhängige und -unabhängige Effekte von PAR2 in der Tumormikroumgebung 
schematisch stark vereinfacht dargestellt. 
 
 
Abb. 2) G-Protein- und β-Arrestin-abhängiges Singaling des Systems TF-VIIa-PAR2 in Zellen der 
Tumormikroumgebung 
Der TF/VIIa-Komplex, der PAR2 aktiviert, interagiert zudem mit β1-Integrinen, die zur Regulation des 
TF-VIIa-PAR2-Signaling beitragen. PAR2 vermittelt immunregulatorische, angiogene sowie 
antiapoptotische Effekte über eine G-Proteinkopplung. Über eine Rekrutierung von β-Arrestin wird ein 
migratorisches Signaling induziert (modifiziert nach Schaffner und Ruf 2009). 
 
Für die intrazelluläre Signalweiterleitung von PARs ist von wesentlicher Bedeutung, 





Konformationsänderungen, die jeweils unterschiedliche intrazelluläre Effekte 
auslösen können, am Rezeptor zu verursachen. Dieses Phänomen wurde bereits in 
den 1970er Jahren mit dem „receptor floating model“ charakterisiert (de Haën 1976, 
Jacobs und Cuatrecasas 1976) und in jüngster Zeit zum Konzept der „funktionellen 
Selektivität“ bzw. des sog. „biased agonism“ weiterentwickelt (Kenakin und Miller 
2010). Auch für die PAR2 gibt es erste Belege für ein derartiges Verhalten im 
Signaling (Ramachandran et al. 2009). Neben dem G-Protein- sowie Arrestin-
getriebenen Signaling, durch das zentrale intrazelluläre Effektorsysteme, u. a. 
MAP-Kinasen und PI3K, reguliert werden können (Ge et al. 2004, Zouldilova et al. 
2007, DeFea 2008, Ramachandran et al. 2009, Wang et al. 2010), kann PAR2 ein 
Signalweiterleitungsprinzip nutzen, das als GPCR-vermittelte Rezeptortyrosinkinase-
Transaktivierung bezeichnet wird (Daub et al. 1996) und das in Bezug auf das 
Konzept der vorliegenden Arbeit besonders wichtig ist. Bei dieser Rezeptorinteraktion 
kommt es nach Stimulation eines GPCRs zur Aktivierung einer RTK, wobei 
verschiedene Ligand-abhängige und -unabhängige Mechanismen wirken können 
(Wetzker und Böhmer 2003). Dieser Rezeptor-Interaktionstyp wird inzwischen als ein 
fundamentales Prinzip in der intrazellulären Signalweiterleitung angesehen und auch 
für PAR2 konnte ein derartiger Mechanismus für den EGFR in Zellen verschiedener 
Karzinome (Darmoul et al. 2004a, Kawao et al. 2005, Caruso et al. 2006, Li et al. 
2006, Jarry et al. 2007, van der Merwe et al. 2008) sowie für den PDGF-Rezeptor an 
Monozyten, Fibroblasten und Aorta-Endothelzellen (Siegbahn et al. 2008) gezeigt 
werden. Schließlich gelang es der eigenen Arbeitsgruppe zu zeigen, dass PAR2 auch 
in der Lage ist, die Transaktivierung einer weiteren RTK, und zwar des HGF-
Rezeptors Met, zu vermitteln, wobei dieser Rezeptor-Crosstalk in das migratorische 
Signaling von HCC-Zellen involviert ist (Kaufmann et al. 2009). 
 
2.2.1.5 Inaktivierung 
An der Inaktivierung von PAR2 sind eine ganze Reihe verschiedener Mechanismen 
beteiligt (Review z. B.: Ramachandran et al. 2012). Dabei sind Komplexbildungen mit 
β-Arrestinen, die über Phosphorylierungen im C-Terminus des Rezeptors initiiert 
werden (Böhm et al. 1996, Seatter et al. 2004, Ricks und Trejo 2009), sowohl für die 





Transport zu frühen und späten Endosomen sowie Lysosomen, in denen schließlich 
der Rezeptorabbau erfolgt (Dery et al. 1999, Roosterman et al. 2003), von 
entscheidender Bedeutung. Zudem konnte gezeigt werden, dass die 
Deubiquitinierung von PAR2 und dessen Wechselwirkung mit einem speziellen HGF-
regulierten Tyrosinkinasesubstrat (lysosomal sorting protein hepatocyte growth 
factor-regulated tyrosine kinase substrate)  in diese Transportprozesse involviert sind 
(Hasdemir et al. 2007, 2009). Neben diesen Inaktivierungsvorgängen mit lysosomaler 
Rezeptordegradation gibt es auch Hinweise für eine permanente Migration von PAR-
Molekülen zwischen der Zelloberfläche und intrazellulären Speichern. Offensichtlich 
sind die Zellen dadurch in der Lage PARs nach Spaltung und Internalisierung aus 
diesen Reservepools wieder an die Zelloberfläche zu transportieren. So ist eine Zelle 
sehr rasch in der Lage, PARs für Ligand-Interaktionen bereitzustellen, ohne dass 
dafür eine Rezeptor-Neusynthese erfolgen muss (Hein et al. 1994, Déry et al. 1998, 
Shapiro et al. 1998, Macfarlane et al. 2001, Hollenberg und Compton 2002). 
 
2.2.1.6 Funktionen 
PAR2 konnte in verschiedensten Organsystemen nachgewiesen werden, wie z. B. im 
Gastrointestinum, Zentralnervensystem, peripheren Nervensystem, Bronchialsystem, 
Urogenitalsystem, dem Immunsystem sowie der Haut. Es konnte gezeigt werden, 
dass PAR2 eine Bedeutung bei neurogenen Prozessen, Algesie und Hyperalgesie 
hat (Cottrell et al. 2003). Weiterhin besitzt dieser Membranrezeptor 
gefäßregulatorische Eigenschaften (Cheung et al. 1998, Roy et al. 1998, Cicala et al. 
2001, Robin et al. 2003) und spielt im kardiovaskulären System bei Mechanismen 
der Vasodilatation, Extravasation von Plasmaproteinen und der Proliferation von 
Endothelzellen eine Rolle (Steinhoff et al. 2005). Im Pulmonalsystem wurde PAR2 an 
der glatten Muskulatur, Endothelzellen und Fibroblasten nachgewiesen, wo er 
Bronchodilatation und -konstriktion sowie eine vermehrte Prostaglandin2-Freisetzung 
und pro- und antiinflammatorische Wirkungen vermittelt (Chow et al. 2000, Cocks 
und Moffatt 2000, Ricciardolo et al. 2000, Lan et al. 2001, Schmidlin et al. 2002, 
Steinhoff et al. 2005). Weitere Wirkungen von PAR2 betreffen eine Steigerung der 
Mobilität von Leukozyten sowie deren Adhäsions-, Rolling- und Migrationsfähigkeit 





Serinproteinasen mit trypsinähnlicher Aktivität bilden, kann PAR2 bei einer bakteriell 
verursachten Entzündungsreaktion eine Immunantwort vermitteln. Vermutlich wird 
PAR2 als Rezeptor für die körperfremden Serinproteinasen genutzt (Lourbakos et al. 
2001, Moffatt et al. 2002, Steinhoff et al. 2005). Bei Entzündungen der Haut wird 
ebenfalls eine Beteiligung von PAR2 vermutet; eine Expression von PAR2 ist hier für 
Keratinozyten und dermale Endothelzellen belegt. Diese Zellen sind Targets von 
inflammatorischen Mediatoren (Santulli et al. 1995, Derian et al. 1997, D'Andrea et 
al. 1998). Auch Mastzell-Tryptase, die nahezu ausschließlich von Mastzellen 
exprimiert wird und eine wichtige Rolle bei allergischen und entzündlichen 
Reaktionen der Haut spielt, kann PAR2 aktivieren. In entzündlich veränderter Haut 
wird PAR2 in sensorischen Nervenfasern verstärkt exprimiert. Es wird vermutet, dass 
Mastzellen auf diese Weise mit Neuronen kommunizieren. Steinhoff und Mitarbeiter 
zeigten, dass eine PAR2-Aktivierung über eine Neuropeptidfreisetzung zur 
neurogenen Entzündung führt (Steinhoff et al. 2000). Im ZNS konnte eine Beteiligung 
von PAR2 bei de- und regenerativen Prozessen belegt werden. So wurde bei PAR2-
defizienten Mäusen nach einer induzierten Apoplexia cerebri mittels arterieller 
Okklusion eine gesteigerte Hirnschädigung in den ischämischen Arealen gefunden 
(Luo et al. 2007). Im Gastrointestinum zeigte sich eine PAR2-Beteiligung bei der 
Regulation von Ionenkanalaktivitäten im Enterozyt, weiterhin war PAR2 an der 
Bildung von Prostaglandinen in Myozyten der Muscularis mucosae beteiligt. Ebenso 
exprimieren Azinuszellen und duktale Zellen des Pankreas' PAR2. Anschließend 
wurde eine vermehrte Pankreassaftproduktion beobachtet (Kong et al. 1997, Green 
et al. 2000).  
 
2.2.1.7 PAR2 und Karzinogenese 
Während der vegangenen Jahre konnte PAR2 in verschiedenen Tumorarten 
nachgewiesen werden (Bohm et al. 1996, D'Andrea et al. 2001, Darmoul et al. 2001), 
wobei vor allem für Karzinome umfangreiche Untersuchungen durchgeführt wurden 
und diese für eine Funktion bei Wachstum und Metastasierung sprechen (Jikuhara et 
al. 2003, Darmoul et al. 2003 und 2004b, Ge et al. 2004, Hjortoe et al. 2004, Shi et 
al. 2004, Shimamoto et al. 2004, Rattenholl et al. 2007, Bergmann et al. 2006, 





Wesentlichen die Tumorzellen selbst. Allerdings konnte beispielsweise im Falle des 
Mammakarzinoms PAR2 nicht nur in Tumorzellen, sondern auch in anderen Zellarten 
der Tumormikroumgebung wie Makrophagen, Endothelzellen und 
Gefäßmuskelzellen nachgewiesen werden (D'Andrea et al. 2001). Zudem wurde für 
das Mammakarzinom gezeigt, dass PAR2 migratorische Effekte der 
Gerinnungsfaktoren VIIa und Xa vermittelt (Morris et al. 2006). Beim Kolonkarzinom 
konnte eine proliferative Wirkung belegt werden, die durch PAR2 getriggert wird, 
wobei offensichtlich die Serinproteinase Trypsin als PAR2-Aktivator fungiert. Das 
mitogene Signaling wird über eine EGF-Rezeptor-Transaktivierung gesteuert, wobei 
die Beteiligung von p42/p44-MAP-Kinasen nachgewiesen werden konnte (Jikuhara 
et al. 2003, Darmoul et al. 2004b). Ebenso wird für PAR2 ein proliferationsfördernder 
Effekt auf das Wachstum und die Metastasierung des Pankreaskarzinoms vermutet 
(Kaufmann et al. 1998, Ikeda et al. 2003). Auch beim malignen Melanom und beim 
Prostatakarzinom wurde ein PAR2-vermittelter Effekt auf die Zellmigration und 
-invasion nachgewiesen (Shi et al. 2004). Aus Untersuchungen an HaCaT-
Keratinozyten wurde geschlussfolgert, dass PAR2 auch eine tumorsuppressive Rolle 
spielen kann. 
Insgesamt haben die bisherigen Untersuchungen zur Funktion von PAR2 in Tumoren 
gezeigt, dass man nicht von einer einheitlichen Wirkung ausgehen kann, sondern 
dass diese offensichtlich maßgeblich durch den jeweiligen spezifischen zellulären 
Kontext beeinflusst wird. Deshalb ist es auch notwendig die Funktion von PAR2 
spezifisch für jede Tumorentität zu bestimmen. 
 
2.3 Die Rezeptortyrosinkinase Met  
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) sind Rezeptoren, deren intrazelluläre Domäne eine 
Tyrosinkinaseaktivität besitzt und die damit die Phosphorylierung von Tyrosinresten 
ermöglicht. Die RTK Met ist Rezeptor für den hepatocyte growth factor (HGF), den 
man auch als scatter factor (SF) bezeichnet (Stoker et al. 1987, Nakamura et al. 
1989, Naldini et al. 1991a, Weidner et al. 1996). Met wird auf Epithelien von Leber, 
Magen, Ösophagus, Ovarien, Endometrien exprimiert, aber auch von Melanozyten, 
Endothelien, Neuronen und Gliazellen (Prat et al. 1991, Zarnegar und Michalopoulos 





Leber. Aber auch bei der Entstehung und Progression von verschiedensten Tumoren 
hat diese Rezeptortyrosinkinase wesentliche Funktionen (Comoglio und Trusolino 
2002, Birchmeier et al. 2003, Huh et al. 2004, Gentile et al. 2008, Trusolino et al. 
2010). Auch eine Met-Überexpression konnte für verschiedene Karzinome, so das 
CCC, gezeigt werden (Terada et al. 1998). 
 
2.3.1 Struktur 
Das Met-Protoonkogen ist auf dem Chromosom 7g12-37 lokalisiert. Das Met-Protein 
umfasst 1390 Aminosäuren und wird als 170 kD Vorläuferprotein im Post-Golgi-
Kompartiment synthetisiert. Durch dessen proteolytische Prozessierung entsteht ein 
Heterodimer, das aus einer α-Kette (50 kD) und einer β-Kette (145 kD) besteht. Wie 
in Abbildung 3 (s. nächste Seite) schematisch dargestellt, sind beide 
Monomereinheien über Disulfidbrücken verbunden. Der extrazelluläre Teil des Met-
Proteinmoleküls besteht aus drei Domänen, der N-terminalen, aus 500 Aminosäuren 
bestehenden Semaphorin-Domäne (Sema), die die gesamte α-Kette und einen Teil 
der β-Kette umfasst, gefolgt von der 50 AS-umfassenden Plexin-Semaphorin-
Integrin-Domäne (PSI) mit vier Disulfidbrücken. PSI ist mit der transmembranalen 
Helix über vier Immunglobuline-Plexin-Transcriptionsfaktor-Domänen (IPT) 
verbunden. Im intrazellulären Bereich besteht das Met-Proteinmolekül aus einer 
katalytischen Tyrosinkinase-Domäne, die mit einer juxtamembranen Domäne sowie 
verschiedenen COOH-terminalen Sequenzen assoziiert ist (Naldini et al. 1991a und 








Abb. 3) Domänenstruktur von a) Met und b) seines Liganden HGF 
a) Dargestellt ist die Heterodimerstruktur des Met-Rezeptorproteins mit der α- sowie β-Kette, den drei 
extrazellulären Domänen Sema, PSI und IPT. Im intrazellulären Teil bildet eine Kinase-Domäne das 
Zentrum, das von einer Juxtamembran-Domäne sowie verschiedener carboxyterminaler 
Sequenzbereiche flankiert wird. 
b) Der Met-Ligand HGF besteht aus einer α- sowie β-Kette, die über eine Disulfidbindung verbunden 
sind. Die α-Kette enthält einen hairpin loop, an den sich vier Kringle-Domänen (K1-K4) anschließen. 
Die β-Kette besitzt eine den Gerinnungs-Serinproteinasen analoge Struktur, allerdings keine 







Der Aktivierungsmechanismus von Met wird durch die Bindung von HGF an die 
α- und β-Kette eingeleitet, in deren unmittelbarer Folge eine Oligomerisierung von 
Met-Molekülen erfolgt. Hierdurch kommt es zur Trans-Autophosphorylierung der 
Tyrosinreste Y1234 und Y1235 und nachfolgend zur Aktivierung des Enzyms (Naldini et 
al. 1991c, Rodrigues und Park 1994, Longati et al. 1994, Furge et al. 2000). An der 
C-terminalen Substratbindungsstelle der β-Kette findet dabei die Phosphorylierung 
der AS Tyr1349 und Tyr1356 statt. Anschließend werden Bindungsstellen für 
verschiedenste Signalmoleküle wie ERK/MAP-Kinase, Akt/PKB, p85-PI3K, p60Src 
generiert (Ponzetto et al. 1994). 
 
2.3.3 Signalweiterleitung/Signalterminierung 
Die Rezeptortyrosinkinase Met nimmt im Signalingnetzwerk zahlreicher Zellarten 
eine Schlüsselstellung ein, da sie an der Aktivierung und Regulation wichtiger 
Enzyme wie GTPasen, Kinasen, Cadherin E, Transkriptionsfaktoren und 
Adapterproteinen beteiligt ist (Birchmeier et al. 2003, Matteucci et al 2006).  
Wie in Abbildung 4 (s. nächste Seite) dargestellt, kann Met zahlreiche Adapter- und 
Effektorsysteme beeinflussen, die ihrerseits die Aktivierung verschiedener, an der 
Regulation von Zellproliferation, -motilität und -überleben beteiligter Signalwege, 
initiieren können (Birchmeier et al. 2003, Trusolino et al. 2010, Organ und Tsao 
2011). Ein interessanter Aspekt im Signaling von Met betrifft dessen Interaktion mit 
anderen Membranrezeptoren (wie α6β4-Integrin, Semaphorin, Plexin B1, E-
Cadherin, CD44, FAS und andere Tyrosin-Kinase-Rezeptoren wie RON, EGFR und 
ErbB2), wobei diese offensichtlich als Corezeptoren fungieren (Maulik et al. 2002, 
Bertotti und Comoglio 2003, Corso et al. 2005). Im Hinblick auf die vorliegende Arbeit 
ist wesentlich, dass es auch erste Hinweise für einen Rezeptor-Crosstalk von Met mit 









Abb. 4) Schematische Darstellung des intrazellulären Netzwerks der RTK Met 
Nach Phosphorylierung im intrazellulären Bereich des Met-Moleküls kommt es zur Rekrutierung von 
Adaptorproteinen (growth factor receptor-bound protein 2 (GRB2), src homology 2 domain-containing 
protein (SHC); v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog, CRK und CRK-like (CRKL) sowie der 
Effektorsysteme PI3K, PLC und Src, der src homology 2 domain-containing 5' inositol phosphatase 
(SHIP2) sowie STAT3. Über diese Adaptor- sowie Effektorsysteme ist Met in der Lage verschiedene 
Signalwege zu initiieren. Dies betrifft u. a. den Ras/Raf/ERK/MAP-Kinase-Pathway, der an der 
Regulation von Zellproliferation, -motilität und Zellzyklus beteiligt ist und die PI3K/Akt/Proteinkinase 
B-Signalachse, die in erster Linie das Zellüberleben steuert. Zur Terminierung des Rezeptorsignals 
sind verschiedene Mechanismen wirksam, die durch PTPs, Cbl, PLC, PKC reguliert werden und die 
zur Rezeptorinaktivierung führen (modifiziert nach Birchmeier et al. 2003, Trusolino et al. 2010, Organ 





Zur Beendigung des Met-Signaling durch Rezeptor-Inaktivierung sind verschiedene 
Proteinphosphatasen wirksam (Palka et al. 2003, Machide et al. 2006, Sangwan et 
al. 2008), wobei u. a. Hinweise für eine hohe Relevanz der Protein-Tyrosin-
Phosphatase 1B (PTP1B) und der T-Zell-Phosphatase (TCPTP)  vorliegen, die mit 
den Tyrosinresten Y1234 und Y1235 in der intrazellulären Kinase-Domäne des Met-
Moleküls interagieren (Sangwan et al. 2008). Met kann ebenfalls durch die PLC oder 
Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinasen inaktiviert werden, wobei dieser 
Inaktivierungsmechanismus durch eine Phosphorylierung von Ser985 in der 
Juxtamembran-Domäne mit nachfolgender Downregulierung der Rezeptor-Kinase-
Aktivität gekennzeichnet ist (Gandino et al. 1994). Ein weiterer wesentlicher 
Inaktivierungsmechansimus wird durch die E3-Ubiquitin-Ligase Cbl gesteuert, die in 
einer dualen Funktion durch Regulation der Endozytose und der Ubiquitinierung von 




Physiologisch ist Met für die Entwicklung des sog. cell-scattering-Phänotyps 
verantwortlich (Zhu et al. 1994). Dieser Prozess, der die Zerstörung der Cadherin-
abhängigen Zell-Zell-Kontakte mit nachfolgender Zellmotilität umfasst, ist von 
elementarer Bedeutung für Embryogenese, Regeneration und Wundheilung 
(Corso et al. 2005, Maulik et al. 2002, Huh et al. 2004, Chmielowiec et al. 2007). So 
greift Met während der Embryonalphase in die Steuerung morphogenetischer und 
angiogener Regulationsmechanismen ein und ist auch an Knochenremodeling und 
Nervenentwicklung beteiligt (Birchmeier und Gherardi 1998).  Zudem ist seine 
motogene Funktion beispielsweise insbesondere bei der Wanderung von 
Skelettmuskel-Vorläuferzellen wesentlich (Bladt et al. 1995). 
 
2.3.5 Met und Tumorentstehung und -progression 
Met wurde ursprünglich in den 1980er Jahren als Onkogen identifiziert (Cooper et al. 
1984) und die Untersuchungen der letzten Jahrzehnte zeigen, dass Met onkogene 
Effekte von HGF vermittelt (Bottaro et al. 1991, Naldini et al. 1991a, Rubin et al. 





Mutation oder autokrine Koexpression von HGF und Met in einer Zelle sowie  
chromosomales Rearrangement und ligandenunabhängige Aktivierung durch 
Zelladhäsion und Apoptoseresistenz (Rong et al. 1992, Jeffers et al. 1996, Ramirez 
et al. 2000) Mutationen von Met und HGF konnten bereits in einer Vielzahl von 
Tumorarten nachgewiesen werden, wobei dies am überzeugendsten für papilläre 
Nierenkarzinome gezeigt werde konnte (Olivero et al. 1999, Schmidt et al. 1999). 
Ebenso wurde ein aberrantes HGF/Met-Signaling für Malignome des 
Urogenitalsystems, des oberen und unteren Gastrointestinaltrakts, der Schilddrüse, 
des Endometriums, des Pulmonalsystems, des Kopfes und Halses sowie bei 
Osteosarkomen, Rhabdomyosarkomen, Kaposi-Sarkomen, Leiomyosarkomen und 
hämatopoetischen Tumoren sowie für nicht-kleinzellige Lungenkarzinome 
beschrieben (Houldsworth et al. 1990, Kuniyasu et al. 1992, Hara et al. 1998, Miller 
et al. 2006, Bean et al. 2007, Engelman et al. 2007). Weiterhin fanden sich 
Met-abhängige Mechanismen bei Melanomen, dem Wilms-Tumor der Niere sowie 
Gliomen und Astrozytomen (Peruzzi und Bottaro 2006). Bezüglich des 
Cholangiokarzinoms konnte gezeigt werden, dass das HGF-Met-System an der 
Tumorzellinvasion beteiligt ist und somit offensichtlich bei der Progression dieses 
epithelialen Tumors eine Rolle spielt (Leelawat et al. 2006). Die eigene Gruppe 
konnte nachweisen, dass Met in das migratorische Signaling von PAR2 in 
HCC-Zellen involviert ist, so dass eine Funktion dieses Signalweges bei der 












Die eigene Arbeitsgruppe beschäftigt sich seit längerem mit Proteinase-aktivierten 
Rezeptoren. Seit 2005 erfolgt dies mit einem Fokus auf deren Funktion im 
hepatozellulären Karzinom, wobei für PAR2 ein neuartiger 
Signalweiterleitungsmechanismus entdeckt werden konnte, der eine so genannte 
Transaktivierung des HGF-Rezeptors Met einschließt und der an der Regulation der 
Migrations- und Invasionskapazität von HCC-Zellen beteiligt ist. Daraus wurde auf 
eine Rolle von PAR2 bei der Progression des hepatozellulären Karzinoms 
geschlossen. 
Mit der vorliegenden Arbeit wurde das PAR-Untersuchungskonzept auf einen 
weiteren Lebertumor, das Cholangiokarzinom, ausgedehnt. Es sollte geklärt werden, 
ob PAR2 auch in primär kultivierten Cholangiokarzinomzellen vorkommt und die 
Migration dieser Tumorzellart über eine Wechselwirkung mit der 
Rezeptortyrosinkinase Met beeinflusst.  
Um die Interaktion von PAR2 mit Met zu charakterisieren, waren 
Migrationsuntersuchungen mit Met-Inhibitoren sowie solche zur Met-
Phosphorylierungsaktivierung vorgesehen. 
Für die Experimente sollten neben der Serinproteinase Trypsin der PAR2-selektive 
Peptidagonist 2-furoyl-LIGRLO-NH2 sowie der PAR2-selektive palmitoylierte 








4. Materialien und Methoden 
 
4.1 Materialien 
4.1.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
- Agarose 2 %  Life Technologies, Paisley, Schottland 
- Ammoniumpersulfat (APS)  ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA 
- AmnioMaxTM-C100 Basal Medium (1x)  GibcoTM, Paisley, Schottland 
- AmnioMaxTM-C100 Supplement GibcoTM, Paisley, Schottland 
- AMV/Tfl 5x Reaction Buffer  Promega Corporation, Madison, USA 
- AMV Reverse Transcriptase Promega Corporation, Madison, USA 
- Anti-Met C28, rabbit polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa  
Cruz, USA 
- Anti-Met H 190, rabbit polyclonal IgG Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 
Cruz, USA 
- Anti-p-Met (Tyr1230/1234/1235),  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 
  rabbit polyclonal IgG Cruz, USA 
- Bacitracin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
- β-Actin-Primer Gibco BRL Life Technologies 
- Bromphenol Blue Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
- Buffer RLT, Lysis buffer  Quiagen GmbH, Hilden 
- Buffer RPE, Wash buffer Quiagen GmbH, Hilden 
- Buffer RW1, Wash buffer Quiagen GmbH, Hilden 




- Centrifuge Tubes, 15 ml  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Collagenase Type: CLS Biochrom AG, Berlin 
- Cryo TubeTM Vials NuncTM Brand Products, Roskilde, Dänemark 
- DC Protein Assay: Reagent A, B, S Bio-Rad Laboratories GmbH, Ismaning 
- Deoxycholic acid Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim 
- DNA Molecular Weight Marker XIV,  Roche Diagnostics GmbH, Steinheim  
  100 base pair ladder  
- ECL™ Western Blotting Detection  Amersham Biosciences UK Limited,    
   Reagents Little Chalfont Buckinghamshire, UK 
- Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
  Steinheim 
- Elektrophorese-Pipettenspitzen SorensonTM, Bio Science Inc., Salt Lake  
  City, USA 
- Essigsäure  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Ethanol absolut AppliChem GmbH, Darmstadt 
- Filterpapier  Schleicher & Schuell GmbH, Dassel 
- Flüssiger Stickstoff Linde, Leuna 
- Gel-Blotting-Papier, 300x600 mm Schleicher & Schuell GmbH, Dassel 
- Gewebekulturflaschen Cellstar®, 50 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
- Gewebekulturplatten Cellstar®, 6-well Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
- Giemsa-Farbstoff Sigma-Aldrich, Steinheim 
- Glycerin, wasserfrei Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 




- Glycin  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Goat-anti-rabbit IgG, HRP conjugated Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa  
  Cruz, USA 
- Handschuhe Gentle Skin® classic Rösner-Mautby Meditrade GmbH,  
  Kiefersfelden  
- Isopropanol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- isotone Lösung ISOTON® II Beckman Coulter (Euro Diagnostics) 
GmbH, Krefeld 
- Kodak Biomax MR Film, Scientific   Eastman Kodak Company, 
  Imaging Film, 13x18 cm   Rochester, USA   
- Kollagen, rat tail, 0,05 % Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
- Kryoröhrchen Nalgene, Rochester, USA 
- Küvetten, 10x4x45 mm Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
- Leupeptin Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 
- 2-Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Methanol Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Microtube Reagiergefäße 1,5 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht 
- Milchpulver Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Mitomycin Calbiochem, San Diego, USA 
- Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Natriumfluorid Merck KgaA, Darmstadt 
- Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat Merck KgaA, Darmstadt 




- Natrium-Orthovanadat Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
 Steinheim 
- Objektträger Menzel GmbH & Co KG , Braunschweig 
- PAR2-Primer Gibco BRL Life Technologies 
- PBS-Dulbecco (1x) Biochrom AG, Berlin 
- Pepstatin A  Merck KGaA, Darmstadt 
- PMSF Sigma-Aldrich Chemie GmbH,  
 Steinheim 
- Polycarbonate membranes, 8 µm pore,  Neuro Probe Inc., Gaithersburg MD, 
  25x80 mm USA 
- Prestained SDS-PAGE Standards, Low  Bio-Rad Laboratories GmbH, Ismaning  
  Range (Marker) 
- ProteinauftragsPuffer Roti®-Load 1  Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe  
  (4fach-Konz.) 
- QIAshredder Mini Column Quiagen GmbH, Hilden 
- QIAshredderTM (250)-Kit Quiagen GmbH, Hilden 
- RNase-free Water Quiagen GmbH, Hilden 
- RNeasy Mini Column Quiagen GmbH, Hilden 
- Rotiphorese® Gel 30 Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- RPMI-1640-Medium (1x) Biochrom AG, Berlin 
- Salzsäure Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 




- SDS ultra pure Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Sterilium Händedesinfektionsmittel Bode Chemie Hamburg 
- SybrGreen Rockland, ME, USA 
- Temed p.a. (99 %) Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Tfl DNA Polymerase Promega Corporation, Madison, USA 
- Trans-Blot® Transfer Medium Bio-Rad Laboratories GmbH, Ismaning 
- Trasylol® 500 000 KIE (Wirkstoff:  Bayer Vital, Leverkusen  
  Aprotinin)  
- Tris Ultra Qualität Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Tris-Hydrochlorid Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe 
- Triton® x-100 Boehringer Ingelheim Bioproducts  
 Partnership, Heidelberg 
- Trypsin (1:250) Biochrom AG, Berlin 
- Trypsin-EDTA Solution Biochrom AG, Berlin 
  (0,05 % / 0,02 %) in PBS 
- Tween 20® ICN Biomedicals Inc., Ohio, USA 
- Zellschaber Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 
 
4.1.2 Rezeptoragonisten und -antagonisten 
PAR2-aktivierendes Peptid (PAR2-AP): 
2-furoyl-LIGRLO-NH2:   selektiver PAR2-Agonist / PAR2-AP 
 
 




PAR2-Antagonist und negatives Kontrollpeptid: 
P2pal-18S:    PAR2-selektiver Antagonist  
    (palmitoyl-RSSAMDENSKKRKSAIK-NH2) 
 
RP-P2pal    negatives Kontrollpeptid  
    (palmitoyl-KIASKRKKESNEDMASSR-NH2) 
 
Die Peptide wurden von Dr. R. Kaufmann (Klinik für Allgemein-, Viszeral- und 
Gefäßchirurgie, UK Jena) in Zusammenarbeit mit Dr. P. Henklein (Institut für 
Biochemie, Charité, Berlin) mittels Festphasensynthese hergestellt.  
 
4.1.3. Puffer, Lösungen und Zellkulturmedien 
Agarose-Gel (2 %ig): 20 g/l Agarose, (SybrGreen Verdünnung 1:10 000) 
 in TAE-Puffer 
APS-Lösung: 100 g/l APS in Aqua dest. 
Blocklösung (Blotto): 1 g/l BSA und 10 g/l Milchpulver in TBS-T- 
 Pufferlösung 
BSA-Lösung: 1 g/l BSA in LysisPuffer 
Einfriermedium: Amniomax + Supplement (90 Vol.-%), DMSO  
 (10 Vol.-%) 
Giemsa-Färbelösung: 100 mg Giemsa Farbstoff ad 100 ml Methanol 
LysisPuffer: 5 g/l Deoxycholat, 1 g/l SDS, 10 ml/l Triton 100  
 in PBS 
PBS-Puffer: 8,77 g/l NaCl, 1,29 g/l NaH2PO4,  
 0,235 g/l NaH2PO4H2O in 1 l Aqua dest. gelöst 




Probenpuffer PCR-Agarosegele: 0,05 % Bromphenolblau, 50 % Glycerin,  
 0,2 % SDS 
SDS-LaufPuffer: 14,4 g/l Glycin, 1 g/l SDS, 3,03 g/l Tris Ultra in 
 Aqua dest. 
SDS-Lösung: 100 g/l SDS in Aqua dest. 
SDS-PAGE-Sammelgel: 4 % Acrylamid, 0,05 % APS, 0,1 % SDS,  
 0,1 % Temed, 62,5 mM Tris-HCl, ph 6,8 
SDS-PAGE-Trenngel: 10 % Acrylamid, 0,05 % APS, 0,1 % SDS,  
 0,5 % Temed, 375 mM Tris-HCl, ph 8,8 
Stripping-Puffer: 100 mM 2-Mercaptoethanol, 2 % SDS,  
 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,7 in Aqua dest. 
TAE-Puffer: 0,001 M EDTA, 0,114 Vol.-% Eisessig, 0,04 M  
  Tris Ultra 
TBS-Pufferlösung: 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl 
TBS-T-Pufferlösung: 150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 0,05 % Tween 
TransferPuffer: 192 mM Glycin, 20 Vol.-% Methanol, 25 mM Tris  
 Ultra 
Tris-HCl-Puffer (0,5 M): 181,7 g Tris Ultra in Aqua dest. mit 1 M HCl auf  
 pH 6,8 eingestellt 
Tris-HCL-Puffer (1,5 M): 60,6 g Tris Ultra in Aqua dest. mit 1 M HCl auf 
 pH 8,8 eingestellt 




Tris-Puffer (pH 7,6): 21,9 g NaCl, 17,1 g Tris-HCl, 2,25 g Tris-Base,  
 2,5 ml Tween auf 2,5 l mit Aqua dest.  
 auffüllen 
Zellkulturmedien: AmnioMaxTM-C100 Basal Medium + Supplement 




- -20 °C Kühlschrank: Premium no-frost Liebherr 
- -4 °C Kühlschrank, Modell S 8140S Bomann 
- -86 °C Kühlschrank: -86 °C FREEZER,  Forma Scientific, Inc., Ohio, USA  
   Modell 917 
- Abflammgerät flammy S Schütt Labortechnik GmbH, Göttingen 
- Autoclave-Steam Sterilizer 2540 EL  Tuttnauer Europe 
- Auto-Pippetierhilfe Pipetus®-akku Hirschmann-Laborgeräte 
- Begasungsbrutschrank BBD 6220 Heraeus Instruments, Hanau 
- Coulter Z2, Particle count & size Coulter Electronics LTD, England 
  analyzer 
- Eismaschine  Ziegra, Isernhagen 
- Filmkassette X-omatic cassette  Eastman Kodak Company, Rochester,  
 USA 
- Gefriercontainer  Nalgene, Rochester, USA 




- Magnetrührer IKAMAG® REO IKA®-Labortechnik, Janke & Kunkel  
 GmbH & Co. KG, Staufen i. Br.  
- Mikroskop Axiolab  Carl Zeiss Analytik Jena GmbH, Jena 
- Mikroskop Invers Durchlichtmikroskop Carl Zeiss Analytik Jena GmbH, Jena 
   Axiovert 25 
- Mini Centrifuge C-1200  National Labnet Co., Woodridge, USA 
- Mini PROTEAN 3 Electrophoresis  Bio-Rad Laboratories GmbH, Ismaning  
   Transfer Cell 
- Minishaker MS1  IKA® Works, Inc., Wilmington, USA  
- Mini Trans Blot Electrophoretic   Bio-Rad Laboratories GmbH, Ismaning  
   Transfer Cell 
- Neuro Probe 48-well  Neuro Probe Inc., Gaithersburg MD, USA 
  Chemotaxiskammer (AP 48)  
- PCR-Elektrophoresekammer,  Boehringer Ingelheim Bioproducts-  
   Modell Nr. BM 100  Partnership, Heidelberg 
- PCR-Stromversorgungsgerät  Boehringer Ingelheim Bioproducts- 
 Partnership, Heidelberg 
- Peltier Thermal Cycler PTC-200  MJ-Research, NC., Massachusetts, USA 
- pH-Meter 320  Mettler-Toledo, Schwerzenbach,  
 Schweiz 
- Pippetierhilfe 2/10/20/100/200/1000 µl  ABIMED, Langenfeld 
- Schütteleinrichtung  Unimax, Heidolph 




- Spekol UV-VIS  Carl Zeiss Analytik Jena GmbH, Jena 
- Stickstoffbehälter MVE XC 34/18  MVE, Inc., Burnsville, USA 
- Thermoblock  Boekel Scientific, Emersacker 
- Tischzentrifuge Biofuge fresco  Heraeus Instruments, Osterode 
- Transilluminator Image Master® VDS  Amersham Pharmacia Biotech Europe  
 GmbH, Freiburg 
- Waage AC 211S  Sartorius AG, Göttingen 
- Waage LC 621S  Sartorius AG, Göttingen 
- Zentrifuge Megafuge 1.0R  Heraeus Sepatech, Osterode 
 
4.2 Methoden 
4.2.1 Die CCC-Primärkultur 787 
Für die Untersuchungen wurde die CCC-Primärkultur 787 (CCC-787), die im 
Forschungslabor der Klinik für Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie des UK Jena 
aus dem Tumorgewebe eines Patienten mit einem Cholangiokarzinom etabliert 
worden war, verwendet. Bei diesem Tumor handelte es sich um ein CCC mit 
zylindrischen bis kubischen Epithelzellen, die von einem klaren bis leicht 
eosinophilen granulären Zytoplasma umgeben waren. Die Zellkerne waren relativ 
klein und vesikulär gestaltet. Das nicht neoplastische Lebergewebe wies eine 
mäßiggradige portalfeldbezogene Entzündung auf, zusätzlich war eine milde, 
grobtropfige Verfettung vorhanden. Der Tumor wies weiterhin eine mäßiggradige 
Differenzierung entsprechend einem Malignitätsgrad 2 auf. Da im Forschungslabor 
ausreichend Kryoproben der CCC-787-Primärkultur vorhanden waren, wurden  
ausschließlich Zellen der 1.–5. Passage für die im Rahmen dieser Arbeit 
durchgeführten Experimente verwendet. Zudem waren die Zellen hinsichtlich ihres 
epithelialen Urpsrungs immunzytochemisch mit Hilfe des Anti-Cytokeratin-
Antikörpers MNF 116 (Fa. DAKOCytomation) sowie zum Ausschluss einer 




Myofibroblasten-Kontamination mit Hilfe des gegen glattes Muskelaktin gerichteten 
Antikörpers 1A4 (Fa. DAKOCytomation) bereits charakterisiert worden. 
 
4.2.1.1 Kultivierung der Zellen 
Die Kultur der CCC-787-Zellen erfolgte in Schräghals-Zellkulturflaschen  unter 
konstanten Bedingungen (CO2-Inkubator, wassergesättigte Atmosphäre mit 5 % 
CO2-Anteil bei 37 °C). Als Nährmedium diente Amniomax mit Supplement. Alle 
Zellkulturarbeiten erfolgten unter einer Sterilbank. Nach etwa 3–4 Tagen erfolgte ein 
Austausch des Zellkulturmediums. Hierfür wurde das Medium mit Hilfe einer 
Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen in 5 ml PBS gewaschen, wobei die 
Zellkulturflasche leicht geschwenkt wurde. Nach der Entfernung des PBS wurden 
5 ml frisches Amniomax + Supplement in die Zellkulturflasche pipettiert. Das 
Passagieren der Zellen wurde vorgenommen, wenn ein Zellrasen mit ca. 80 %-iger 
Konfluenz beobachtet werden konnte. Nach Absaugen des Nährmediums aus 
der Zellkulturflasche wurden die Zellen einmal mit 5 ml PBS gewaschen. Nach 
erneutem Absaugen erfolgte die Trypsinierung mit 1 ml Trypsin/EDTA-Lösung bei 
37 °C für 90–120 Sekunden. Der Ablösevorgang der Zellen wurde durch leichtes 
Beklopfen der Zellkulturflasche unterstützt und anschließend lichtmikroskopisch auf 
Vollständigkeit überprüft. Die Zellsuspension wurde danach in ein 
Zentrifugenröhrchen pipettiert und nach Zentrifugation bei Raumtemperatur 
(900 U/min, 5 min) und Absaugen des PBS-Überstandes wurde das Zellpellett in 
Zellkulturmedium resuspendiert und zur Weiterkultivierung in eine neue 
Zellkulturflasche bzw. für ein Experiment in 6-Well-Platten eingesät. 
 
4.2.1.2 Einfrieren der Zellen, Kryokonservierung 
Für die Langzeitlagerung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. Dafür 
wurden die aus den Zellkulturflaschen abgelösten Zellen nach Zentrifugation in 
Amniomax + Supplement (plus 10 % DMSO) aufgenommen und in Kryoröhrchen 
pipettiert, anschließend über Nacht in einem speziellen Gefriercontainer im 
Tiefkühlschrank bei -80 °C eingefroren und am darauf folgenden Tag zur Lagerung in 
einen Flüssigstickstoff-Kryobehälter überführt. 
 




4.2.1.3 Auftauen der Zellen 
Zunächst wurde pro aufzutauender Zellprobe eine Zellkulturflasche mit 4 ml 
Amniomax + Supplement im CO2-Inkubator vortemperiert. Anschließend wurden die 
Kryoröhrchen aus dem Flüssigstickstoff-Kryobehälter entnommen, in einem 
Wasserbad bei 37 °C rasch erwärmt und jeweils in die vorbereitete Zellkulturflasche 
pipettiert. Zur Entfernung des im Medium vorhandenen DMSO wurde das 
Zellkulturmedium am darauf folgenden Tag (nach Anheften der Zellen am Boden der 
Zellkulturflasche) abgesaugt, anschließend erfolgte das Waschen der Zellen mit 5 ml 
PBS sowie Zugabe von neuem Zellkulturmedium (Amniomax + Supplement). 
 
4.2.2 Zellzahlbestimmung 
Zur Zellzahlbestimmung wurde das Zellzählgerät „Coulter Z2“ verwendet. Zusätzlich 
war es notwendig, die Vitalität der Zellen zu bestimmen. Dies erfolgte mit Hilfe einer 
Neubauer-Zellzählkammer. Dabei wurde das Verhältnis von vitalen zu toten Zellen 
an einem Aliquot der Zellsuspension mit Hilfe Trypanblaufärbung sowie Auszählen 
der Zellen am Mikroskop bestimmt. Dabei erschienen die lebenden Zellen hell 
durchscheinend, da Trypanblau nicht durch die intakte Membran vitaler Zellen 
eindringen kann. Dagegen waren tote Zellen durch ihre intensive blaue Färbung zu 
erkennen, da das Trypanblau über die geschädigte Membran in die Zelle gelangt. 
Für die im Rahmen der Arbeit durchgeführten Experimente wurden nur Zellkulturen 
mit einem Anteil von mindestens 95 % lebender Zellen verwendet. 
 
4.2.3. Gesamt-RNA-Isolation 
Zur Isolation von Gesamt-RNA aus CCC-787-Zellen wurde der RNeasy®-Mini-Kit der 
Fa. Qiagen GmbH, Hilden, verwendet. Dabei erfolgten alle experimentellen Schritte 
gemäß dem Herstellerprotokoll, wobei die RNA-Konzentration mittels Spekol UV-VIS 
bei 260 nm spektrofotometrisch bestimmt wurde. Für die weiteren Arbeiten mit den 
RNA-Proben wurden jeweils 50 ng verwendet. 
 
4.2.4 RT-PCR und Agarose-Gelelektrophorese 
Für die reverse Transkription sowie Amplifikation der PAR2-RNA wurde das 
Access-RT-PCR-System der Firma Promega verwendet. Durch Kombination der 




AMV Reverse Transkriptase mit der Thermus flavus DNA-Polymerase in einem 
optimierten Puffersystem bietet dieses System den Vorteil, dass nur ein 
Reaktionsansatz benötigt wird, um die RNA in cDNA umzuschreiben, den 
Komplementärstrang zu hybridisieren und zu amplifizieren. Neben der dadurch 
vereinfachten Handhabbarkeit ergibt sich zudem eine Reduzierung des 
Kontaminationsrisikos, wie dies bei anderen Systemen, z. B. durch wiederholtes 
Öffnen der Reaktionsgefäße, während mehrfacher Reagenzienzugabe besteht. 
Es wurden folgende PAR2-spezifische Primer verwendet: 
PAR2 (sense): 5‘ – TGG ATG AGT TTT CTG CAT CTG TCC – 3‘ 
 (anti-sense): 5’ – CGT GAT GTT CAG GGC AGG AATG – 3’ und die 
PCR-Amplifikation wurde in 32 Zyklen (30 s bei 94 °C, 30 s bei 55 °C, 30 s bei 72 °C 
und abschließend 5 min bei 72 °C) durchgeführt (Nickel et al. 2006). 
Der Nachweis der PAR2-PCR-Produkte erfolgte mittels Gel-Elektrophorese 
(Agarose-Gel 2 %-ig, 0,2 µg/ml SybrGreen). Dazu wurden 6 µl der jeweiligen 
PCR-Probe mit 2 µl Probenpuffer versetzt und auf das Agarosegel aufgetragen. 
Nach der Elektrophorese (TAE-Puffer, 1 h bei 100 V) erfolgte die Visualisierung der 
PCR-Fragmente auf dem Agarosegel unter einem UV-Transilluminator. Im Falle von 
PAR2 handelte es sich um ein PCR-Fragment mit einer Größe von 490 bp. 
 
4.2.5 Chemotaktische Migration 
Chemotaxis bezeichnet die gerichtete Migration von Zellen zu Orten mit höheren 
Konzentrationen eines chemischen Stoffes, ein Verhalten welches alle beweglichen 
Zellen aufweisen (Caterina und Devreotes 1991). 
Zur Bestimmung des Effekts einer PAR2-Stimulation auf die chemotaktische 
Migration von CCC-787-Zellen wurde eine 48-Well Chemotaxis-Kammer der Fa. 
Neuro Probe Inc., Gaithersburg MD, USA, verwendet. Die Wells des 
Kammeroberteils wurden jeweils mit einer definierten Anzahl 17 h-gehungerter 
CCC-787-Zellen befüllt (im Falle der PAR2- bzw. Met-Inhibierungsexperimente 
zusätzlich mit dem PAR2-Antagonisten P2pal-18S bzw. dem Met-Inhibitor 
SU 11274 bzw. PHA 665752), das Kammerunterteil enthielt den chemotaktischen 
Stimulus Trypsin oder 2-furoyl-LIGRLO-NH2. Zwischen beiden Kammern  befand sich 
ein als Membranbarriere dienender, kollagenbeschichteter Polycarbonatfilter 




(Porengröße: 8 µm). Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen, 
die durch den Filter migriert waren, durch Auszählen am Mikroskop erfasst. Der 
Polykarbonatfilter wurde über Nacht mit Kollagen (0,05 %) beschichtet und bei 4 °C 
gelagert. Zunächst wurden 27 µl RPMI-1640-Medium (ohne FKS) mit dem jeweiligen 
chemotaktischen Stimulus in jedes Well des Kammerunterteils pipettiert,  die 
kollagenbeschichtete Membran aufgelegt, darauf das Kammeroberteil gesetzt und in 
jedes Well des oberen Teils 51 µl Zellsuspension (40 000 Zellen) pipettiert (im Falle 
der PAR2- bzw. Met-Inhibierungsexperimente mit dem PAR2-Antagonisten P2pal-18S 
bzw. dem Met-Inhibitor SU 11274 bzw. PHA 665752). Nach 6- bzw. 16-stündiger 
Migration der CCC-787-Zellen im CO2-Inkubator bei 37 °C wurde die 
Migrationskammer auseinandergebaut und die Fixation der der Membran 
anhaftenden CCC-787-Zellen in 96 %-igem Ethanol sowie eine Färbung mit Giemsa-
Lösung vorgenommen. Anschließend wurden die Zellen an der Membranoberseite 
mit einem Wattestäbchen abgewischt und die durch die Membranbarriere migrierten 
Zellen an der Membranunterseite mittels eines Axiolab Mikroskops der Fa. Carl Zeiss 
Analytik GmbH, Jena gezählt. Für die Auswertung wurden jeweils alle Zellen eines 
Wells erfasst. 
 
4.2.6 Statistische Auswertung der Migrationsdaten 
Die statistische Auswertung der Ergebnisse der Migrationsexperimente erfolgte mit 
Hilfe des PC-Programmes SPSS 13 (Windows computer program, SPSS Inc., 
Chicago, Illinois, USA), wobei jeweils die Daten aus drei unabhängigen 
Experimenten herangezogen wurden (pro experimentellem Punkt 24 Werte). Da bei 
den Datenreihen keine Normalverteilung vorhanden war, wurde der 
nichtparametrische Wilcoxon-Mann-Whitney-Test verwendet. Ein p-Wert < 0,05 
wurde als statistisch signifikant gewertet. 
 
4.2.7 Präparation von CCC-787-Zelllysaten 
Lysate der CCC-787-Zellen wurden für diejenigen Untersuchungen benötigt, bei 
denen der Effekt einer PAR2-Stimulation auf die Met-Aktivierung mit Hilfe von 
Western Blotting untersucht wurde. Diese Experimente erfolgten in 6-Well-Platten. 




Nach Kultivierung der CCC-787-Zellen in Amniomax + Supplement bis zum 
Erreichen einer etwa 80 %-igen Konfluenz, 17-stündiger Hungerphase in RPMI sowie 
nachfolgender Stimulation mit Trypsin oder dem PAR2-Agonistpeptid 
2-furoyl-LIGRLO-NH2 (bzw. Stimulation nach Vorinkubation mit dem 
PAR2-Antagonisten P2pal-18S) wurden die 6-Well-Platten zum Abstoppen der 
Reaktion auf Eis gebracht, das Medium abpipettiert und PBS + Proteinaseinhibitoren 
zugegeben. Als Inhibitoren dienten Aprotinin (EK 10µg/ml), Leupeptin (EK 2µg/ml), 
NaF (EK 1mM), Na3VO4 (EK 1mM), Pepstatin (EK 1µg/ml) und PMSF (EK 100µg/ml). 
Nach Absaugen des PBS erfolgte die Zugabe von 70 µl Lysispuffer und nach 
5-minütiger Inkubationszeit wurden die Zellen in jedem Well mit Hilfe eines 
Zellschabers abgeschabt. Die so erhaltenen Zelllysate wurden in Microtube-
Reaktionsgefäße pipettiert, kurz auf einem Vortexer intensiv gemischt und nach 
5 min auf Eis 20 min bei 13.000 U/min und 4 °C zentrifugiert. Von den Überständen 
erfolgte jeweils an einem Aliquot eine Proteinbestimmung. Die restliche Suspension 
wurde mit Probenauftragungspuffer im Verhältnis 1:4 gemischt und sofort für weitere 




Die Proteinbestimmung erfolgte mit Hilfe des Proteinbestimmungssystems 
DC-Protein-Assay der Fa. Bio-Rad. Dieser Assay basiert auf der Reaktion von 
Proteinen in einer alkalischen Kupfer-Tartrat-Lösung und dem Folin-Reagenz. Dabei 
erfolgt durch die kupferbehandelten Proteine eine Reduktion des Folin-Reagenz', die 
mit einer charakteristischen Blaufärbung (Absorptionsmaximum 750 nm) verbunden 
ist und zur quantitativen Proteinbestimmung genutzt wird (Lowry et al. 1951, 
Peterson 1979).  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Messung mit Hilfe des 
Spektralphotometers UV-Vis (Carl Zeiss Jena) bei 750 nm, wobei zur 
Proteinquantifizierung eine Proteinbezugskurve, die auf der Grundlage der Messung 
von BSA-Lösungen definierter Konzentration erstellt worden war, verwendet wurde. 
Alle Proben wurden anschließend durch Zugabe von Aqua dest. auf die gleiche 
Proteinkonzentration eingestellt. 




4.2.9 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Auftrennung der Protein-Proben nach ihrem Molekulargewicht erfolgte mit Hilfe 
von SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Hierfür wurden ein 10 %-iges Trenngel 
sowie ein 4 %-iges Sammelgel in einem 10-Kamm-System präpariert. Anschließend 
wurden die Proteinproben bzw. ein Molekulargewichtsmaker in die Kammtaschen 
aufgetragen. Nun erfolgte die Auftrennung der Proben in Laufpuffer (0,1 % SDS) in 
einer Bio-Rad Elektrophoresekammer. Dabei wurde für ca. 30–45 min eine 
Spannung von 150 V angelegt. 
 
4.2.10 Bestimmung von p-Met mittels Western Blotting 
Nach erfolgter elektrophoretischer Auftrennung der Proteine wurden diese mittels 
Western Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Dazu wurde ein 
Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell-System der Fa. Bio-Rad benutzt. Die 
Proteine wurden nach dem sog. Sandwich-System geblottet. Dabei wurde folgende 
Anordnung der Materialien verwendet: Fiberpad – Filterpapier – Gel – 
Nitrozellulosemembran – Filterpapier – Fiberpad. Die Trans-Blot-Kammer wurde mit 
Transferpuffer mit einer Temperatur von 4 °C gefüllt. Zur Aufrechterhaltung der 
Kühlung und der Zirkulation wurden ein Eiscontainer sowie ein Magnetrührer in die 
Trans-Blot-Kammer verbracht. Anschließend erfolgte der Blotvorgang über 30 min 
bei einer Spannung von 100 V. Im folgenden Arbeitsschritt wurden die 
unspezifischen Bindungsstellen der Nitrozellulosemembran blockiert. Dafür wurde die 
Membran für 2 h bei Raumtemperatur in Blotto geschwenkt. Die sich anschließende 
Inkubation mit dem Primärantikörper (anti-p-MET, Verdünnung 1:500 in Blotto) wurde 
über Nacht bei 4 °C durchgeführt. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T wurde die 
Nitrozellulosemembran in TBS überführt und 1 min mit ECL-Plus-Reagenz 
behandelt. Zur Visualisierung der Ergebnisse wurden BioMax MR-Filme unter 
Ausnutzung von Chemolumineszenz verwendet. Bei diesem Detektionsprinzip 
bewirkt die an den Sekundärantikörper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase bei 
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid im alkalischen Milieu die Oxidation von 
Luminol. Die dabei erzeugte Lichtemmission führt zur Schwärzung des Films an den 
entsprechenden Stellen. 
 




4.2.11 Membran-Stripping und Met-Blotting 
Um zu überprüfen, ob die einzelnen Probenspuren gleichmäßig mit Met-Protein 
beladen waren, wurde ein Membran-Stripping sowie ein erneutes Blotten mit einer 
Mischung (1:1) der beiden polyklonalen Anti-Met-Antikörper H-190 und C-28 
durchgeführt. Hierbei wurde die Standardvorschrift der Amersham Pharmacia 
Biotech verwendet. Nach Entfernen des ECL-Reagenz' durch zweimal 15 min 
Waschen mit TBS-T wurde die Nitrozellulosemembran 30 min bei 50 °C in 
Strippingpuffer behandelt. Anschließend erfolgten zweimal Waschen mit TBS-T, 
Blockieren der unspezifischen Bindungsstellen mit Blotto sowie Inkubation mit den 
Met-Primärantikörpern (Anti-Met H-190 und Anti-Met C-28, Mischungsverhältnis 1:1; 
Verdünnung 1:200). Die kombinierte Anwendung der Met-Antikörper H-190, der 
gegen eine extrazelluläre Domäne, und C-28, der gegen eine zytoplasmatische 
Region im Met-Molekül gerichtet ist, hatte sich in vorangegangenen Untersuchungen 
der Arbeitsgruppe als die optimale Variante für den Nachweis von Met herausgestellt. 
Als Sekundärantikörper diente, wie im Falle der Untersuchungen zu p-Met, 
Goat-anti-rabbit IgG HRP (Verdünnung 1:500 in Blotto) und die Visualisierung der 
Blot-Daten erfolgte wie für p-Met beschrieben (siehe 4.2.10). 
 
4.2.12 Quantifizierung der Blot-Daten 
Die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mit Hilfe des Bildanalyseprogramms 








5.1 PAR2-Nachweis in CCC-787-Zellen 
Die Expression von PAR2 in CCC-787-Zellen wurde auf RNA-Ebene mittels RT-PCR 
untersucht. Wie in Abbildung 5 dargestellt, war für PAR2 eine einzelne Bande der 
erwarteten Fragmentgröße von 490 bp im Agarosegel nachweisbar. Ebenfalls lässt 
sich aus Abbildung 5 ablesen, dass in einem Kontrollansatz, der keine cDNA sondern 




Abb. 5) Nachweis von PAR2 in CCC-787-Zellen auf RNA-Level 
Nach Extraktion von Gesamt-RNA aus 10
7
 CCC-787-Zellen erfolgte RT-PCR unter Verwendung 
PAR2-spezifischer Primer. Die Auftrennung der PCR-Produkte wurde mit Hilfe von Agarose-
Gelelektrophorese durchgeführt und ein UV-Transilluminator zur Visualisierung der Ergebnisse 
genutzt. PCR-Reaktionen ohne Verwendung von cDNA, lediglich mit den PAR2-spezifischen Primern, 
dienten als Negativkontrolle (Primer). Die Darstellung ist repräsentativ für vier unabhängige 
Experimente. 





5.2 Die Serinproteinase Trypsin und das selektiv PAR2-aktivierende Peptid 
2-furoyl-LIGRLO-NH2 stimulieren die Migration von CCC-787-Zellen, der PAR2-
Antagonist P2pal-18S hemmt diesen Effekt 
Da die Fähigkeit von Tumorzellen zur erhöhten Migration eine wesentliche 
Voraussetzung für die Progression eines Tumors darstellt, wurde die Zellmigration 
als zellulärer Parameter für die Untersuchungen zur Funktion von PAR2 in 
CCC-787-Zellen ausgewählt. 
In diesen Experimenten, in denen die Bestimmung der Migration von 
CCC-787-Zellen durch eine kollagenbeschichtete poröse Polykarbonatmembran-
Barriere in einer 48-Well-Migrationskammer der Fa. Neuro Probe erfolgte, wurden 
Effekte der Serinproteinase Trypsin, des selektiv PAR2-aktivierenden Peptids 
2-furoyl-LIGRLO-NH2 sowie des selektiven PAR2-Antagonisten P2pal-18S erfasst. 
Zusätzlich wurden negative Kontrollpeptide, 2-furoyl-OLRGIL-NH2 für den PAR2-
Agonisten sowie P2pal-18S-RP (palmitoyl-KIASKRKKESNEDMASSR-NH2) für den 
PAR2-Antagonisten, verwendet. Bei der Auswahl der experimentellen Parameter war 
weiterhin wichtig, dass mit 6 h bzw. 16 h Stimulationszeiten gewählt wurden, bei 
denen eine Verfälschung der Migrationsdaten durch Proliferationseffekte 
ausgeschlossen werden konnte.   
Diese Untersuchungen ergaben, dass sowohl die Serinproteinase Trypsin (10 nM) 
als auch das PAR2-AP 2-furoyl-LIGRLO-NH2 (10 µM) in der Lage waren, die 
Migration von CCC-787-Zellen innerhalb von 6 h bzw. 16 h im Vergleich zur 
nichtstimulierten Kontrolle signifikant zu steigern (Abbildung 6 A). Wie in Abbildung 
6 B ersichtlich, war sowohl der Trypsin- als auch der PAR2-AP-induzierte 
migratorische Effekt in CCC-787-Zellen durch den PAR2-Antagonisten P2pal-18S 
(10 µM) vollständig hemmbar. (In vorangegangenen Untersuchungen der 
Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass P2pal-18S die Vitalität von 
CCC-787-Zellen in der im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten 
Konzentration von 10 µg/ml nicht beeinflusste.) Zudem ergab sich, dass das negative 
Agonist-Kontrollpeptid PAR2-RP (10 µM) nicht in der Lage war, die migratorische 
Kapazität von CCC-787-Zellen im Vergleich zum migratorischen Basalwert zu 





Kontrollpeptid P2pal-18S (10 µM, 30 min) keinen Einfluss auf den migratorischen 
Effekt der beiden Agonisten Trypsin sowie PAR2-AP hatte (Abbildung 6 B). 
 
 
Abb. 6) PAR2 vermittelt in CCC-787-Zellen einen migratorischen Effekt. 
CCC-787-Zellen wurden nach 17 h Hungerphase (A) mit Trypsin (10 nM) bzw. PAR2-AP (10 µM) 
stimuliert, (B) mit dem Kontrollpeptid PAR2-RP AP (10 µM) 16 h stimuliert oder 1 h mit P2pal-18S 
(10 µM) oder RP-P2pal-18S (10 µM) vorinkubiert und mit Trypsin (10 nM) bzw. PAR2-AP (10 µM) 16 h 
stimuliert (im Falle der nichtstimulierten Kontrolle erfolgte die entsprechende Zugabe PBS). Die durch 
die poröse kollagenbeschichtete Polykarbonatmembran gewanderten Zellen wurden fixiert, mit 
Giemsa angefärbt und deren Anzahl durch Auszählen am Mikroskop ermittelt.  
[Dargestellt sind Mittelwerte ± SD von Messdaten (n=24) aus drei unabhängigen Experimenten. **p-







5.3 Eine Inhibierung der RTK Met hemmt die Trypsin- sowie 
2-furoyl-LIGRLO-NH2-induzierte Steigerung der Migration von CCC-787-Zellen 
Ausgehend von der Hypothese, dass die RTK Met in das migratorische Signaling von 
PAR2 in Cholangiokarzinomzellen involviert ist, wurde der Effekt einer 
pharmakologischen Inhibierung von Met auf die Trypsin- sowie PAR2-AP-induzierte 
Migrationssteigerung von CCC-787-Zellen untersucht. Um die Aussagefähigkeit der 
Resultate zu erhöhen, wurden für diese Experimente zwei verschiedene, als 
hocheffektiv charakterisierte, selektive Met-Inhibitoren, SU 11274 (Sattler et al. 2003) 
und PHA 665752 (Christensen et al. 2003), verwendet. Für die Inhibitoren war von 
der Arbeitsgruppe in vorangegangenen Experimenten mittels Trypanblaufärbung 
bereits nachgewiesen worden, dass diese in der jeweils verwendeten Dosierung 
(10 µg/ml SU 11274 bzw. 0,1 µg/ml für PHA 665752) keinen Einfluss auf die Vitalität 
von CCC-787-Zellen ausüben. 
 
 
Abb. 7) Die Met-Inhibitoren SU 11274 und PHA 665752 hemmen den Effekt von Trypsin und PAR2-
AP auf die Migration von CCC-787-Zellen. 
CCC-787-Zellen wurden nach 17 h Hungerphase 1 h mit SU 11274 (10 µM) oder PHA 665752 
(0.1 µM) vorinkubiert und mit Trypsin (10 nM) bzw. PAR2-AP (10 µM) 16 h stimuliert (im Falle der 
nichtstimulierten Kontrolle erfolgte die entsprechende Zugabe von PBS). Anschließend wurde 
experimentell vorgegangen, wie in der Legende der Abb. 7 (siehe oben) beschrieben. [Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SD von Messdaten (n=24) aus drei unabhängigen Experimenten. **p-Wert <0,05 vs. 





Wie in Abbildung 7 dargestellt, waren sowohl SU 11274 als auch PHA 665752 in der 
Lage, den Effekt von Trypsin und des PAR2-AP auf die Migration von 
CCC-787-Zellen partiell zu hemmen. Für SU 11274 betrug sowohl die Hemmung des 
Effekts von Trypsin als auch des PAR2-APs ca. 72 %, für PHA 665752 war eine ca. 
65 %-ige Inhibierung des Effekts beider PAR2-Agonisten auf die Migration von 
CCC-787-Zellen zu beobachten. In Abbildung 7 ist weiterhin ersichtlich, dass beide 
Inhibitoren keinen Effekt auf die Basismigration von CCC-787-Zellen ausübten.  
 
5.4 Trypsin und das PAR2-AP 2-furoyl-LIGRLO-NH2 induzieren in CCC-787-
Zellen eine Aktivierung von Met 
Die Resultate der pharmakologischen Hemmexperimente mit den Met-Inhibitoren 
SU 11274 und PHA 665752 erbrachten einen ersten Beleg für die Rolle von Met im 
migratorischen Signaling von PAR2 in CCC-787-Zellen. Zur weiteren Bestätigung 
einer Rezeptorinteraktion zwischen PAR2 und Met ging es nun darum, die 
PAR2-vermittelte Met-Aktivierung zu charakterisieren. Da die Aktivierung der RTK 
Met mit deren Phosphorylierung verbunden ist, wurde dies an CCC-787-Zellen, die 
mit Trypsin oder dem PAR2-AP 2-furoyl-LIGRLO-NH2 behandelt wurden, mit Hilfe 
von Western Blotting unter Verwendung eines phosphospezifischen Anti-
Met-Antikörpers untersucht. 
Sowohl Trypsin als auch das PAR2-AP induzierten in CCC-787-Zellen nach einer 
Inkubationszeit von 3 min eine deutlich verstärkte Phosphorylierung von Met 
(Abbildung 8 A und B). Für PAR2 wurde zusätzlich die Konzentrationsabhängigkeit 
des Met-Phosphorylierungseffekts untersucht. Wie in Abbildung 8 B dargestellt, 
konnte der Effekt bereits bei einer Konzentration von 0.05 µM beobachtet werden, 
und dieser erreichte ein Maximum bei einer PAR2-AP-Konzentration von 1.0 µM mit 
einer ca. 5fach erhöhten Met-Phosphorylierung im Vergleich zur nicht stimulierten 
Kontrolle. Wie in Abbildung 8 weiterhin ersichtlich, ist der PAR2-selektive Antagonist 








Abb. 8) PAR2 vermittelt in CCC-787-Zellen eine Met-Aktivierung. 
CCC-787-Zellen wurden nach 17 h Hungerphase in serumfreiem RPMI A) 3 min mit Trypsin (10 nM) 
stimuliert bzw. 1 h mit dem PAR2-Antagonist P2pal-18S (10 µM) vorinkubiert und anschließend 3 min 
mit Trypsin (10 nM) stimuliert, B) 3 min mit 2-furoyl-LIGRLO-NH2 in den angezeigten Konzentrationen 
stimuliert. Nach Zelllyse, Elektrophorese und Western Blotting bzw. Stripping und Western Blotting 
wurden die Ergebnisse mittels Chemolumineszenz visualisiert und mit Hilfe von Image J 1.43 
quantifiziert. In den Histogrammen oberhalb der Blots sind normalisierte Daten (phosphoryliertes 
Met/Gesamt-Met) von drei unabhängigen Experimenten ± SD dargestellt. Es ist die Auswertung 
jeweils eines repräsentativen Experiments mit der Bestimmung von Gesamt-Met zur Kontrolle einer 
gleichmäßigen Proteinbeladung gezeigt (verwendete Antikörper: rabbit polyclonal Anti-phospho-Met 
(pYpYpY1230/1234/1235; BioSource); Anti-Met, rabbit polyclonal Anti-Met (C-28), rabbit polyclonal 













Das Cholangiokarzinom ist nach dem hepatozellulären Karzinom das zweithäufigste 
Malignom der Leber und dies mit einer sehr deutlich steigenden Inzidenz in den 
westlichen Ländern innerhalb der letzten 10 Jahre (Lee et al. 2012). Die Prognose 
dieser Tumorerkrankung ist schlecht, der einzige kurative Ansatz bleibt weiterhin eine 
komplette Resektion des gesamten Gallentraktes, einschließlich von Teilen der 
Leber. Dies ist allerdings selten möglich, da das CCC in der Mehrzahl der Fälle erst 
in einem sehr späten Entwicklungsstadium entdeckt wird (Ahrendt et al. 2001). Die 
mittlere Überlebenszeit eines Patienten mit unbehandeltem CCC beträgt wenige 
Monate, wobei das beste Outcome für das R0-resezierte Stadium (kurativer Ansatz) 
beschrieben ist. Dieses Klientel erreicht im Mittel eine 5-Jahres-Überlebensrate von 
ca. 30 % (Tamandl et al. 2009). Jedes andere Therapiekonzept hat einen palliativen 
Ansatz. Hierzu zählen verschiedene chemotherapeutische Konzepte, bei denen 
allerdings effektive Regimes noch gefunden werden müssen. Gegenwärtig sind hier 
die Behandlung mit Gemcitabin, Capecitabin, Cisplatin, Oxaliplatin, Fluoropyrimidin 
bzw. Kombinationen dieser Therapeutika allgemein akzeptierte Behandlungs-
schemata (Thongprasert 2005, Khan et al. 2002, Kondo et al. 2008). Auch gibt es 
Bemühungen hinsichtlich alternativer Therapieoptionen, wie beispielsweise der 
photodynamischen Therapie, mit der ein verlängertes Überleben von CCC-Patienten 
erzielt werden konnte (Harewood et. al 2005). Insgesamt ist die Situation beim CCC 
bezüglich Diagnose und Therapie in keiner Weise zufriedenstellend, so dass vor 
allem auch neuartige systemische Behandlungskonzepte notwendig sind. Dabei hat 
sich gezeigt, dass die zielgerichtete Beeinflussung verschiedener Systeme der 
intrazellulären Signalweiterleitung eine vielversprechende Entwicklungsrichtung sein 
kann (Beeram und Patnaik 2002, Levitzki und Klein 2010). So wurden beispielsweise 
jüngst in einer klinischen Phase-I-Studie Daten, die für eine Eignung angiogener 
Faktoren sowie Her2/neu und MAP-Kinasen als Zielstrukturen bei der Behandlung 
des CCCs sprechen,  erarbeitet (Subbiah et al. 2013). Besonders erwähnenswert ist 
ein ganz aktueller Trend in der Behandlung epithelialer Tumoren, der die Entwicklung 





So scheint es prinzipiell wesentlich erfolgversprechender, mit einer Tumortherapie 
nicht nur ein Signalweiterleitungssystem, sondern mehrere gleichzeitig zu 
beeinflussen. Ein eindrucksvolles Beispiel für ein derartiges systemisches 
Behandlungsprinzip bietet der Einsatz von Sorafenib, ein sog. Multikinasehemmer, 
der u. a. verschiedene Proteinkinasen, darunter Raf, VEGFR und PDGFR, inhibieren 
kann (Wilhelm und Chien 2002)  und für dessen klinischen Einsatz, auch für das 
CCC erste ermutigende Untersuchungsergebnisse vorliegen (El-Khoueiry et al. 
2012). 
Vor diesem Hintergrund wurde mit den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an 
Zellen einer CCC-Primärkultur der international intensiv betriebenen Strategie 
gefolgt, weitere Effektormoleküle im Tumorzell-Signaling, die möglicherweise auch 
eine Grundlage für die Entwicklung eines neuen Therapiekonzepts für das CCC 
bilden können, zu identifizieren. Dabei wurde PAR2 ausgewählt, ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor, der zelluläre Effekte veschiedener Serinproteinasen vermittelt 
und von dem die eigene Arbeitsgruppe u. a. zeigen konnte, dass er die Migration von 
HCC-Zellen über eine Aktivierung des HGF-Rezeptors Met und p42/p44-MAP-
Kinasen stimuliert und diese Signalingachse offensichtlich eine Rolle bei der HCC-
Progression spielt (Kaufmann et al. 2009). Die Experimente wurden mit Zellen der 
Primärkultur CCC-787, die aus dem Tumorgewebe eines Patienten mit einem CCC 
etabliert worden war, durchgeführt. Ein derartiges Primärkultur-Modell bot 
wesentliche Vorteile gegenüber den ebenfalls in der Tumorforschung häufig 
verwendeten permanenten Zelllinien, da sich diese im Allgemeinen durch oftmaliges 
Passagieren in ihren Eigenschaften wesentlich stärker von den ursprünglichen im 
Tumorgewebe unterscheiden können, als dies bei Zellen einer Primärkultur der Fall 
ist. Mit Hilfe von RT-PCR gelang an CCC-787-Zellen der Nachweis von PAR2, so 
dass damit ein zelluläres CCC-Modell zur Verfügung stand, mit Hilfe dessen 
Resultate mit hohem Aussagewert zu erwarten waren. 
Unter Verwendung eines speziellen Migrationsassays, bei dem die chemotaktische 
Wanderung von Zellen durch eine poröse, kollagenbeschichte Membranbarriere 
untersucht wurde, konnte gezeigt werden, dass PAR2 in CCC-787-Zellen einen 
migratorischen Effekt vermittelt. Dies wurde geschlussfolgert, da (I) sowohl die 





2-furoyl-LIGRLO-NH2 die Migration von CCC-787-Zellen signifikant steigerten, (II) der 
PAR2-selektive Antagonist P2Pal-18S den migratorischen Effekt von Trypsin und von 
2-furoyl-LIGRLO-NH2 hemmte und (III) das PAR2-inaktive Kontrollpeptid 
2-furoyl-OLRGIL-NH2 keinen Effekt auf die Migration von CCC-787-Zellen ausübte. 
Zudem zeigten die Ergebnisse, dass PAR2 den migratorischen Effekt sowohl nach 
Aktivierung durch proteolytische Spaltung (Trypsin) als auch ohne einen derartigen 
enzymatischen Mechanismus, lediglich durch Bindung der für die Aktivierung 
relevanten Peptidsequenz im Falle des PAR2-APs, vermittelte. Schließlich scheint die 
Serinproteinase Trypsin, die prinzipiell auch zur Aktivierung von PAR1 und PAR4 in 
der Lage ist (z. B. Ramachandran et al. 2012), die Migration von CCC-787-Zellen 
maßgeblich über eine Stimulation von PAR2 zu vermitteln, da der PAR2-selektive 
Antagonist den migratorischen Effekt von Trypsin vollständig hemmte. 
Die Migration von Tumorzellen, eine entscheidende Voraussetzung für die 
Tumorprogression, wird durch zahlreiche intrazelluläre Signalweiterleitungs-
mechanismen reguliert (Condeelis und Segall 2003, McSherry et al. 2007, Farrow 
et al. 2008), wobei die Rezeptortyrosinkinase Met im Cholangiokarzinom eine 
Schlüsselstellung einnimmt (Varnholt et al 2002, Leelawat et al. 2006, Menakongka 
und Suthiphongchai 2010). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird eine neue Met-
assoziierte Signalweiterleitungsachse beschrieben, die eine PAR2-vermittelte Met-
Aktivierung einschließt und die Migration von CCC-787-Zellen stimuliert. Eine 
derartige Rezeptorinteraktion wurde durch Effekte von Trypsin und des PAR2-APs 
auf die Met-Met-Phoshorylierung charakterisiert. Zudem lieferten Daten der 
pharmakologischen Hemmexperimente, wonach die Met-Inhibitoren SU 11274 und 
PHA 665752 den PAR2-vermittelten migratorischen Effekt hemmten, weitere Belege 
für eine Beteiligung eines PAR2-Met-Crosstalks am motogenen Signaling von 
CCC-787-Zellen. Da eine Met-Inhibierung allerdings nicht zu einer vollständigen 
Blockierung des Effekts von Trypsin sowie des PAR2-APs auf die Migration von 
CCC-787-Zellen führte, kann davon ausgegangen werden, dass unabhängig von Met 
weitere Signalweiterleitungssysteme in das migratorische Signaling von PAR2 
involviert sind (Abbildung 9 zeigt ein auf Basis der Daten der vorliegenden Arbeit 







Abb. 9) Arbeitsmodell für die PAR2-vermittelte migratorische Signalweiterleitung in CCC-787-Zellen 
 
Nach Stimulation von PAR2 durch Trypsin bzw. das PAR2-AP 2-furoyl-LIGRLO-NH2 
kommt es zu einer Aktivierung von Met, die in der Folge zu einer Erhöhung der 
migratorischen Kapazität von CCC-787-Zellen führt. Zusätzlich ist PAR2 in der Lage, 
die Migration von CCC-787-Zellen über Met-unabhängiges Signaling zu 
beeinflussen. 
Da in HCC-Zellen kürzlich für PAR2 ein ähnlicher Mechanismus nachgewiesen 
wurde, bei dem zusätzliche reaktive Sauerstoffspezies und p42/p44-MAP-Kinasen 
eine Rolle spielen (Kaufmann et al. 2009), sollte in nachfolgenden Untersuchungen 
überprüft werden, ob ein derartiges PAR2-assoziiertes Signaling-Netzwerk auch in 









(I) Im Rahmen dieser Arbeit wird erstmals eine Funktion von PAR2 in 
Cholangiokarzinomzellen beschrieben. Diese  betrifft die Vermittlung einer 
Aktivierung des HGF-Rezeptors Met, die  zur Steigerung der Migration von CCC-
Zellen führt. 
(II) Da ein erhöhtes migratorisches Potenzial von Tumorzellen eine wichtige 
Voraussetzung für die Progression von Malignomen darstellt, ist eine diesbezügliche 
Rolle des PAR2-Met-Signalweges für das CCC zu vermuten. Dies wird auch durch 
Befunde gestützt, wonach sowohl PAR2 als auch Trypsin in der CCC-
Tumormikroumgebung nachgewiesen werden konnten (Nakanuma et al. 2010, 
Terada et al. 1995, 1996).  
(III) Die bisher erarbeiteten Ergebnisse zur Funktion von PAR2 in CCC-Zellen liefern 
gute Voraussetzungen für nachfolgende Untersuchungen, die einmal die weitere 
Aufklärung des PAR2-Signaling in CCC-Zellen, möglicherweise auch in anderen 
Zellarten der CCC-Tumormikroumgebung, betreffen sollten. Zum anderen sind 
Arbeiten am Versuchstier notwendig, wobei hier ein in der Arbeitsgruppe bereits 
etabliertes Tumormodell der Maus, bei dem ein Karzinom durch Injektion von 
Tumorzellen in die Flanke der Tiere induziert wird, auch im Falle des CCC zur 
Untersuchung der PAR2 in vivo genutzt werden sollte. 
(IV) Im Hinblick auf die Entwicklung von Grundlagen für eine neue CCC-Therapie 
kann aus den Daten der Arbeit perspektivisch abgeleitet werden, dass eine 
Beeinflussung des PAR2-Signaling, beispielsweise durch eine kombinierte Hemmung 
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